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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en las comunidades campesinas de
Ccolcca, Andamayo y Lauramarca pertenecientes al Distrito de Ocongate, Provincia
de Quispicanchi, Departamento de Cusco. Teniendo como objetivos; determinar la
prevalencia de la LEB en vacunos clasificados por cronometria dentaria y sexo;
segun meétodo de ELISA Indirecta e identificar al virus de la Leucosis bovina por el
meétodo de PCR en tiempo real. Con un tamano de muestra de 428 bovinos mayores
a los 6 meses de edad, de las cuales, 205 fueron de Ccolcca, 55 de Andamayo y 168
de Lauramarca; las mismas que fueron analizadas en el laboratorio de Salud Animal
de la Escuela Profesional de Zootecnia- UNSAAC.

Por el método de ELISA indirecta, los resultados evidenciaron una prevalencia de
LEB del 2.34 + 0.14% (10/428). De acuerdo al factor edad, las prevalencias fueron
del 3.07 £0.29%(4/130), 0.00%( (0/29), 0.00% (0/44), 3.03 + 0.58%(1/33) y 2.60 +
0.22%(5/192), en vacunos DL, 2D, 4D, 6D y BLL respectivamente. Siendo los
vacunos DL y 6D los que tienen mayor probabilidad de poseer el virus. En cuanto al
sexo 2.12 + 0.15% (8/376) para hembras y 3.84+ 0.52% (2/52) para machos, siendo
las hembras mas susceptibles. Al analizar 418 muestras de suero sanguineo que
resultaron negativas a la prueba de ELISA indirecta, se someti6 a la prueba de RT-
PCR, el cual identificd seis muestras positivas confirmandose la presencia del VLB,
lo que sugiere la existencia de animales inmunotolerantes o con baja respuesta
inmunoldgica al VLB. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la presencia
del virus de la Leucosis Bovina en las comunidades en estudio, confirmandose la

importancia de implementar programas de vigilancia epidemioldgica.
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INTRODUCCION

En el distrito de Ocongate una de las principales actividades es la ganaderia,
dentro de la cual los bovinos constituyen una fuente importante de ingreso
economico, para las 2774 familias dedicadas a la ganaderia. La poblacién bovina en

la regidn del Cusco es de 423 941 cabezas de bovinos (CENAGRO, 2012).

Existen en la produccién animal ciertas enfermedades o agentes infecciosos
que, a pesar de estar presentes en los hatos, pasan casi inadvertidos para el hombre
de campo. Esto se debe a que no provocan signos manifiestos o a que los mismos
sblo aparecen en unos pocos animales dentro de la totalidad. Es asi que estas
enfermedades afectan negativamente la productividad del animal, siendo una de

ellas la Leucosis Bovina (Rodriguez, 2006).

La LEB es una enfermedad altamente transmisible, que genera un
importante impacto econdmico en la ganaderia lechera. Las pérdidas economicas
son debidas a muertes prematuras, reemplazo de animales enfermos y disminucion
de la produccion lactea, asi como por las restricciones de importacion vy

exportacidn impuestas por algunos paises (Benavides et al., 2013).

En el Peru se dispone de escasa informacién sobre el estado actual de esta
enfermedad, pero se sabe que es uno de los motivos de descarte en los establos

lecheros de Lima (Orrego et al., 2003).

Cabe destacar la necesidad de iniciar investigaciones relativas a la
identificacion y caracterizacion de las restricciones para la produccion animal; estos
estudios deben analizar simultaneamente el nivel de enfermedad, su impacto en la

1



produccion y productividad y evaluar las diferentes tecnologias de control y métodos
de extension adecuados, de manera que esta informacion se traduzca en la creacion

de programas exitosos para la region (Romero et al., 1999).

El presente trabajo de investigacion se basa en la deteccidn de anticuerpos y
antigenos, en hatos lecheros de pequefios y medianos productores de las
comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del distrito de Ocongate,
provincia de Quispicanchis para determinar la prevalencia de la LEB, mediante la
técnica de ELISA Y PCR-RT, ya que estos métodos han demostrado una alta
especificidad y mayor sensibilidad (96 - 99%), y menor porcentaje de falsos positivos,
en comparacioén con otras pruebas que se realizan para el diagnostico de la LEB
como la prueba de Bendixen o de Goetze ,la inmunodifusion en gel de agar,

radioinmunoensayo entre otras (Felmer et al., 20006).



PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

La Leucosis bovina genera un gran impacto econémico que incluye las
pérdidas por casos clinicos de linfosarcoma, los efectos de la infeccion
subclinica en la produccidn de leche y la segregacion prematura de los
animales, pero el mayor impacto lo tiene en las restricciones para el comercio
internacional de bovinos seroreactores (Delgado et al., 2009). Las pérdidas
economicas son el resultado del descarte de canales en los mataderos, de
animales a temprana edad o la muerte de individuos con linfoma, igualmente la
barrera de exportacién de animales vivos y sus productos (carne, leche, semen
y embriones) y el incremento en gastos de medicinas y asistencias del
veterinario. Por la afectacion del sistema inmune y consecuente disminucion de
las defensas, hay mayor susceptibilidad a otras enfermedades de etiologia

infecciosa, como mastitis, diarrea y neumonia (De Souza, 2008).

Es asi que; en las comunidades campesinas de Ccolcca, Andamayo y
Lauramarca del distrito de Ocongate, se constaté la introduccion de animales
de zonas con alta tasa de infeccion; asimismo, se observé algunos problemas
reproductivos, digestivos y respiratorios que afectan la produccién vy
productividad de los bovinos. Para las comunidades en estudio, la ganaderia es
su principal actividad, dentro de la cual los bovinos constituyen una fuente
importante de ingreso econémico, por ello que la significancia de su economia

esta dada por la pérdida de animales.

En este contexto el proyecto tiene como objeto determinar la
prevalencia de la Leucosis Bovina, en vacunos de las comunidades
campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del distrito del distrito de

Ocongate —Cusco.



CAPITULO |

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

1.1OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GENERAL
e Determinar la prevalencia de Leucosis Bovina, en vacunos de las
comunidades campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del

distrito del distrito de Ocongate — Cusco.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la prevalencia de Leucosis Bovina en vacunos clasificados
por cronometria dentaria (Dientes de leche, 2 dientes, 4 dientes, 6
dientes y boca llena) y sexo; mediante el método de ELISA Indirecta.
e Identificar al Virus de la Leucosis Bovina por el método de PCR en

tiempo real.



1.2 JUSTIFICACION

En las comunidades campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca,
distrito de Ocongate, no se efectuaron estudios sistematicos que permitan
conocer a la Leucosis Bovina (LEB), por lo tanto es importante lograr
conocimientos sobre la presencia de esta enfermedad en estas zonas
ganaderas, tomando en consideracion el facil contagio de la Leucosis Bovina
en los animales, la cual se ve facilitada por el hacinamiento que favorece el
contacto fisico y la transmisién del virus lo cual puede ser de forma horizontal,
ya sea directa (animal infectado a animal sano, ingesta de leche); asi mismo de
forma indirecta que engloba todas las practicas de manejo que se realicen sin
respetar las medidas higiénicas, son las vias mas importantes de transmision.
También puede ser de forma vertical durante la gestacion o periparto (Castelli
et al.,2001). Este virus tiene prevalencias mayores de 50-60%, cabe mencionar
que puede llegar a infectar a un elevado porcentaje de los animales del hato,
pero solo un bajo numero de estos presentan sintomas clinicos de la
enfermedad caracterizada por la presencia de tumores (linfosarcomas) siendo
esta forma irremediablemente mortal (Gatti, 2007). Es asi que de continuar con
el inadecuado manejo y control se obtendra al final grandes pérdidas
economicas para el ganadero. En este proyecto se determinara la prevalencia
de la Leucosis bovina en las comunidades de Ccolcca, Andamayo vy
Lauramarca, cuyo resultado permitirad la toma de decisiones inmediatas lo cual
se traduce en la creacion de programas exitosos para la prevencion y control
de esta enfermedad en el distrito de Ocongate. Ademas, a nivel general, el
conocimiento de los resultados sera util, para contribuir con la sanidad de la

ganaderia lechera, no solo a nivel distrital, sino también a nivel regional.



CAPITULO L.

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Un estudio senala la seroprevalencia del virus de la Leucosis bovina
(VLB) evaluada en 261 rebanos lecheros de 8 areas diferentes del valle de
Arequipa en el sur de Peru. Un total de 410 muestras de sangre se testearon
para anticuerpos contra LEB, utilizando la prueba ELISA indirecta, la
seroprevalencia encontrada fue 12,8% (52/410), con el 14,6% (38/261) de los
rebanos infectados. La seroprevalencia fue mayor en los rebafios mas grandes,
sugiriendo que las practicas de manejo contribuyen para aumentar el riesgo de
transmision viral. La seroprevalencia general de LEB es baja, por lo que la
erradicacion de esta enfermedad en el valle de Arequipa es factible (Flores &

Rivera, 2000).

Segun estudios realizados en Lima, Se seleccionaron animales con mas
de 6 meses de edad (n=55) para evitar los anticuerpos calostrales, y se realizd
la prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos contra el VLB, empleando
un kit comercial (IDEXX Leukosis Serum X2 Ab Test), el cual detecta
anticuerpos contra el antigeno de superficie gp51. En el examen clinico solo se
encontré una vaca con los ganglios linfaticos incrementados de tamafo; sin
embargo, el 91% de los animales presentaron anticuerpos contra el VLB. Asi
mismo, todos los animales mayores de 5 afios y el 97% de los animales entre 2
y 5 fueron positivos al VLB. La prevalencia real, luego de corregir la prevalencia
aparente por la sensibilidad y especificada de la prueba, resulté de 95,7%. La
alta prevalencia de VLB del establo se puede deber al alto grado de

manipulacion que reciben los animales por parte de los estudiantes y a la
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omision de algunas practicas de bioseguridad, como el uso de las mismas

agujas en multiples animales (Sandoval et al., 2015).

Segun un estudio en Moquegua, se observa de 110 sueros sanguineos
analizados mediante la técnica diagndstica de ELISA indirecta, 25
corresponden a bovinos menores de 1 afio, solo se encontr6 1 muestra
seropositiva a VLB lo que representa 0,91 = 0,02% de prevalencia; para los
animales de 1 a 2 afos se analizaron 19 sueros sanguineos, 4 indicaron
seropositividad al VLB, equivalente a 3,64 + 0,04 % de prevalencia, y para
animales mayores de 2 afios se analizaron 66 sueros sanguineos, resultando
17 de ellos seropositivos representando una prevalencia de15,45 £ 0,01 % de
VLB. Esto se atribuye a que en el Valle Viejo de Moquegua el VLB se esta
diseminando por practicas inadecuadas de manejo (transmisién horizontal) en
especial en los animales que ya ingresaron a una etapa reproductiva, por lo
tanto también a una etapa productiva, en la cual hay un mayor estrés de estos
animales y mayor predisposicion al VLB, Segun el sexo se observa que de los
110 sueros sanguineos 88 corresponden a hembras de los cuales 20 resultaron
seropositivos lo que representa el 18,18 + 0,01% de prevalencia del VLB y 22
machos resultaron seropositivos 2 sueros sanguineos representando al 82 +

0,03% de prevalencia del VLB (Barrera, 2010).

(Fabian, 2013) Realiza un estudio en Trujillo, en 240 animales
examinados por medio de prueba ELISA indirecta, de los cuales 9 presentan
linfomatosis bovina, la seroprevalencia encontrada fue de 3,8%, se detalla que
la linfomatosis bovina se presenta en su totalidad en la raza Holstein (100%),

en cuanto al sexo se observé que el mayor porcentaje fueron hembras (88,9%),



respecto a la procedencia el 77,8% fue de Trujillo y la edad promedio fue 4,89

anos con una desviacion estandar de 1,75.

En un estudio realizado en Huanuco, en el estudio se utilizaron 207
muestras de suero sanguineo provenientes de animales de las razas Holstein,
Brown Swiss y cruces (Holstein x Brown Swiss, Holstein x Cebu y Brown Swiss
x Cebu), de 1 a 10 afnos de edad evaluadas mediante la prueba de ELISA
Indirecta. Los resultados obtenidos de la seroprevalencia de Leucosis bovina
en la provincia de Leoncio Prado fue 12+4.4%. Presentando los distritos de
Rupa Rupa y Daniel Alomias Robles prevalencias altas (33+31% y 29+33%
respectivamente). Asimismo, los cruces de Holstein x Brown Swiss, resultaron
con mayor porcentaje de prevalencia 29+24% y el factor de riesgo para la
presencia del virus aumenta a partir de los 5 afios de edad de los bovinos en el

hato, (P<0,05) (Modena, 2007).

El estudio realizado en Colombia, la PCR identificd un total de 219 vacas
positivas al VLB de las 500 muestreadas, equivalente al 44 % de infeccién en el

departamento de Antioquia (Usuga et al., 2015).

Se realizd un estudio sobre la seroprevalencia de la Leucosis Enzodtica
bovina (LEB) en 360 bovinos lecheros, representativos de los municipios
Pedraza y Barinas del estado Barinas, Venezuela. Se recolectaron muestras de
sangre, para la deteccion de anticuerpos y la proporcién de linfocitos, lo cual se
hizo mediante la prueba de ELISA y por contaje de linfocitos, respectivamente,
relacionandose el porcentaje de animales seropositivos con el hallazgo de
signos, tumefacciones en los ganglios y valores linfociticos. De un total de 331

sueros de animales hembras y 29 machos, 201 (60,73%) y 18 (62,07%),



respectivamente, resultaron con Acs especificos contra el VLB, indicando que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la ocurrencia
de infeccién por el VLB. En cuanto a la variable edad, en el grupo etario de 1 a
4 afos, 47 de 97 (21,56%), resultaron seropositivos, mientras que el grupo =5
anos, 172 de 262 (65,65%) fueron positivos a la prueba seroldgica, mostrando
diferencias significativas (P=0,0030). Este resultado indica que existe
asociacion entre la edad de los bovinos y la positividad a la infeccién, es decir,
que a mayor edad mayor es la probabilidad de que los animales resulten
seropositivos, probablemente debido a que han tenido mayor exposicion al

virus (Nava et al., 2011).

El objetivo de esta investigacion fue determinar la seroprevalencia de
LEB en animales menores de dos afios en las provincias de Pichincha, Manabi
y Chimborazo, las cuales reportan gran produccién lechera en Ecuador. Se
analizaron 3 307 muestras de suero sanguineo bovino mediante la técnica
serolégica ELISA indirecto, de las cuales 480 fueron de Pichincha, 2 348 de
Manabi y 479 de Chimborazo. Pichincha presentd una seroprevalencia de 8.13
%, con el mayor porcentaje de animales enfermos en la principal cuenca
lechera del pais, el canton Mejia. En Manabi se observé 0.89 % de
seroprevalencia de LEB y en Chimborazo 3.13 %. Utilizando chi cuadrado para
determinar la relacién entre las variables evaluadas y la aparicion de LEB, se
revel6 que no existe asociacion, mostrando un resultado de 105.14, 7.48,
140.91 y 38.87 frente a valores de p de 11.34 (clima), 9.21 (altitud), 18.48
(edad) y 9.21 (propdsito del ganado). Sin embargo, se observd mayor

tendencia a enfermar en clima templado y mayor altitud, lo que pudo explicarse



por la similitud en las practicas de manejo y la explotacién tipo intensivo

(Vasconez et al., 2017).

Tabla 1. Resumen de antecedentes para Leucosis Bovina

Autor, Ao y
Lugar

Flores A. &
Rivera G., 2000
Arequipa

Sandoval et
al.,2015
Lima

Barrera, 2010
Moquegua

Fabian, 2013.
Trujillo

Modena, 2007
Huanuco

Usuga et al.,
2015
Colombia

Nava et al.,
2011.
Venezuela

Vasconez et
al., 2017
Ecuador

N° de
Animales

410

95

110

240

207

500

360

3307

Muestra

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Suero
sanguineo

Prueba

Elisa
Indirecta

Elisa
Indirecta

Elisa
Indirecta

Elisa
Indirecta

Elisa
Indirecta

PCR
anidada

Elisa
indirecta

Elisa
indirecta

Fuente: Elaboracién propia a partir de varios autores.
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Prevalencia

12,8%(52/410)

92,7%(51/55)

0,91+ 0,04 < 1 afio.
3,64 + 0,09, 1 - 2
anos.

13,45 + 0,01 % >2
anos

3,8%

12+4,4%

44%

21,56 % 1 —4 anos
65,65 % =5 afios

8,13% P. Pinincha
0,89% P. Manabi
3,13% P. Chimborazo



2.1.1 BASES TEORICAS

2.1.1.1 Leucosis Bovina

La Leucosis bovina (LB) o Leucosis bovina Enzodtica (LEB) es una
enfermedad infecciosa, cronica, viral, contagiosa, que afecta naturalmente al
ganado bovino. La mayoria de las infecciones son subclinicas, pero dentro de
los tres afos posteriores al contagio alrededor del 30% de los afectados
desarrollara linfocitosis persistente, y una proporcion menor linfosarcomas en
diversos érganos. Esta enfermedad tiene muchas sinonimias como Leucosis
linfoide, leucemia bovina, linfosarcoma, linfoma maligno, Leucosis Enzodtica o

Leucosis endémica (Baruta et al., 2005).

2.1.1.1.1 Etiologia

El agente etiologico de la LEB es un virus ARN, el virus de la leucemia
bovina (VLB). El VLB es un retrovirus exdgeno, subfamilia Orthoretrovirinae,
género delta retrovirus, que afecta a células de la linea linfoide, linfocitos B,
aunque también posee capacidad de infectar otras células como los linfocitos T
y monocitos. Como todo retrovirus posee reverso transcriptasa responsable de
la sintesis de una copia de ADN a partir de ARN viral. Este nuevo ADN o Pro
virus se conserva en el interior de las células del hospedador, propiedad que le
da las caracteristicas de la infeccién (integracion de la informacion viral en las

células del organismo). (Benavides et al., 2013)

2.1.1.1.2 Manifestaciones Clinicas

La VLB se caracteriza por multiples casos de linfosarcoma multicéntrico
en bovinos adultos, que son tumores caracterizados por cumulos de linfocitos
neoplasicos que desarrollan rapidamente en varios lugares del cuerpo y por

tanto con sintomas clinicos variables. El periodo habitual de incubacion es de
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cuatro a cinco anos. La linfocitosis persistente sin sintomas clinicos aparece
antes, raramente antes de los dos anos de edad. Muchas vacas permanecen
en el estado preclinico de la enfermedad durante anos, con frecuencia durante
toda la vida productiva, sin ninguna reduccion aparente en su rendimiento,
aunque los animales pueden infectarse con LVB a cualquier edad, los tumores
(linfosarcoma) se observan tipicamente en animales de mas de tres afios.

(Grajales, 2011)

Normalmente las infecciones son subclinicas; solamente el 30-70% del
ganado infectado desarrolla una linfocitosis persistente, y el 0,1-10% desarrolla
tumores. Los sintomas dependen del lugar en que aparecen los tumores y
pueden incluir desarreglos digestivos, inapetencia, pérdida de peso, debilidad
general y, a veces, manifestaciones neurologicas. Los ganglios linfaticos
superficiales pueden verse inflamados y se pueden palpar bajo la piel o por
examen rectal. Los 6rganos implicados con mas frecuencia son la cuarta
cavidad del rumen, la auricula derecha del corazén, el bazo, el intestino, el
higado, el rifion, la tercera cavidad del rumen, los pulmones y el utero. La
susceptibilidad del ganado a una linfocitosis persistente esta determinada

genéticamente, y quiza también el desarrollo del propio tumor. (Grajales, 2011)

En el 5-10% de los casos clinicos el curso es hiperagudo; a menudo los
animales afectados mueren subitamente sin previa muestra de la enfermedad.
La afectacion de las glandulas adrenales, la rotura de una ulcera abomasal, o
un bazo afectado seguido de una hemorragia interna aguda son causas
conocidas; en la mayoria de los casos clinicos el curso es de subagudo (hasta
siete dias) a cronico (varios meses) y se inicia con una pérdida inexplicable de

condicion corporal (emaciacién), anorexia, palidez y debilidad muscular. La
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produccion puede caer drasticamente en vacas lecheras. La frecuencia
cardiaca no se ve aumentada salvo que el miocardio este afectado con tejido
infiltrativo y la temperatura es normal excepto cuando el crecimiento tumoral es
acelerado. Una vez que los sintomas clinicos y el desarrollo del tumor sean
detectables la muerte sobreviene dos a tres semanas después. (Grajales,

2011)

La exoftalmia por degeneracion del tejido retro ocular y/o de las
estructuras internas del ojo, es bastante especifico como signo de la
enfermedad. La presencia de deformaciones o masa tumorales subcutaneas en
varias partes del cuerpo, también es indicativo de la enfermedad. Junto a los
ganglios linfaticos, los tejidos afectados con mayor frecuencia incluyen el
abomaso, corazon, bazo, rifiones, utero, meninges y tejido linfatico retrobulbar.
Los tonos cardiacos estan frecuentemente apagados, y son obvias otras
alteraciones cardiacas. La linfomatosis neural puede conducir al comienzo

gradual de paralisis posterior durante varias semanas. (Grajales, 2011)

Las formas de los terneros, timica y cutanea son denominadas Leucosis
bovina esporadica. Los sintomas clinicos del linfosarcoma del ternero incluyen
pérdida gradual de peso, aumento generalizado y subito del tamafio de los
nodulos linfaticos y debilidad; fiebre, taquicardia y parresia posterior son
sintomas menos frecuentes. La muerte se produce entre los dos a ocho meses.
Igualmente sintomas como presion en o6rganos internos por las masas
tumorales e insuficiencia cardiaca. Asimismo se ha descrito necrosis del hueso
y medula 6sea, con debilidad e inactividad, ataxia posterior, aumento de

nodulos linfaticos, cojeras y disnea asociadas. (Grajales, 2011)
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El linfosarcoma timico es un hallazgo frecuente en animales de 1-2 afios
de edad y se caracteriza por aumento masivo del timo en el area de la papada
y lesiones en la medula 6sea y nddulos linfaticos. También son frecuentes la
congestidén de la vena yugular y el edema marcado de la papada y la regién
submandibular, puede aparecer un timpanismo moderado a causa de la
incapacidad para eructar debido a compresion esofagica por ganglios
mediastinicos de la cavidad toracica, las masas timicas normalmente no son

palpables. (Grajales, 2011)

Los sintomas se aprecian mayoritariamente después de los dos afios de
edad y el periodo de mayor frecuencia es entre los cinco y ocho afos. La
mayor proporcion de los sintomas son inespecificos y variables, puesto que
van a responder a la ubicacién de las formaciones neoplasicas y segun el
grado de afectacion de los 6rganos. Se ha descrito anemia, emaciacion e
infertilidad. También se han reportado momificaciones por tumoraciones en las

paredes del utero y cuernos uterinos.(Grajales, 2011)

2.1.1.1.3 Lesiones

Las lesiones mas constantes son tumores en los ganglios linfaticos, los
mas frecuentemente afectados son los iliacos (65 a 83%), intratoracicos (62 a
74%), mesentéricos (66%) y los superficiales (pre escapulares, pre crurales y
de la regién cervical) (41 a 62%). Estos se muestran a menudo lisos o con
nodulos, sin adherencia a tejidos circundantes, consistencia blanda y

edematosa o firme turgente y friable. (Grajales, 2011)

En algunos casos puede observarse hemorragia o pequefios focos de

necrosis de apariencia seca y color amarillento. Cuando esta afectada la
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médula 6sea (aunque no se establezca en los registros, quizas debido a que
los huesos generalmente no se examinan con regularidad) aparece un tejido
blanco-gris 0 blanco remplazando el color rojo que se observa en la médula

hemopoyética normal. (Grajales, 2011)

En neonatos y animales jovenes, los sitos mas comunes son los rifiones,
timo, higado, bazo y ganglios periféricos e internos; en los adultos el corazén
abomaso y medula espinal estan a menudo afectados. En el corazén, las
masas tumorales invaden particularmente el atrio derecho, aunque se pueden

encontrar por todo el miocardio y se extienden al pericardio. (Grajales, 2011)

El bazo se afecta en un 10 a un 50% de los casos, pudiendo presentar
un aumento moderado de tamano o una esplenomegalia tumoral; la superficie
de corte aparece seca y se observan nodulos blanquecinos diseminados por
todo el parénquima. El corazén, a pesar de no ser un érgano linfoide, presenta
una frecuencia de afectacion bastante alta, aparecen nédulos de variado
tamafio o areas infiltradas en forma difusa de color blanquecino con limites mal
definidos en el espesor del miocardio, visibles a través del epicardio y
endocardio. El musculo esquelético se puede ver afectado de igual forma, pero

se reporta con menos frecuencia. (Grajales, 2011)

El Utero aparece con sus paredes engrosadas por la infiltracién de tejido
de aspecto lardaceo de color blanco-gris o mate. El epitelio y las cubiertas
fetales no son regularmente afectados. El abomaso aparece infiltrado por el
tejido tumoral produciéndose el aumento del grosor de la pared, aunque

también puede presentar ulceras. En el intestino puede presentar lesiones
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semejantes a las del abomaso, pero la tendencia a la presentacién de ulceras

es mayor en la mucosa intestinal. (Grajales, 2011)

En los rifiones, las lesiones aparecen en 50% de los casos y pueden
tener caracter infiltrativo, produciéndose hemorragias visibles en la superficie
del 6rgano, o pueden presentarse nodulos que resultan en atrofia del
parénquima renal. La vejiga puede presentar su pared engrosada y su mucosa
ulcerada debido a la infiltracion tumoral. El tejido retro-ocular puede afectarse y
puede provocar con su crecimiento la protrusion del globo ocular o exoftalmos.
Se ha observado la infiltracion tumoral de la cérnea y también la presencia del
tumor en la camara anterior del o0jo, el higado presenta aumento de tamafio y
coloraciéon palida difusa. Las lesiones tumorales en el pulmén son raras pero
puede presentarse de forma infiltrativa difusa y nodular. Se nota la presencia
de masas tumorales en el tejido subcutaneo de la region abdominal. (Grajales,

2011)

Linfosarcoma Multicéntrico en Adultos: La mayoria de los animales
cursan con signos inespecificos durante una semana o varios meses: pérdida
de peso, anorexia, disminucién de la produccién, anemia, palidez, debilidad,
marcha tambaleante, dificultad para incorporarse y algunos pueden presentar
fiebre cuando el tumor crece rapidamente. Cuando el animal presenta estos
signos clinicos, la muerte se produce generalmente después de dos O tres

semanas. (Grajales, 2011)

Linfadenectasia Superficial: En la mayoria de los casos el aumento del
tamano de los ganglios linfaticos superficiales es un signo inicial. Aumentan de

tamafo los ganglios palpables rectalmente, que a menudo se extienden al
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peritoneo y a las visceras pelvianas, los hemolinfaticos del periné y los flancos,
los de la cabeza o la sinfisis mandibular. En muchos animales todos los
ganglios estan afectados, y en muy raras ocasiones la superficie corporal esta
cubierta con masas subcutaneas multiples, de 5 a 10 cm de diametro.

(Grajales, 2011)

Linfosarcoma Abomasal: La afectacién de la pared del abomaso causa:
apetito voraz, diarrea acuosa y persistente y melena debido a una ulcera
hemorragica que puede romperse y convertirse en un caso hiperagudo.

(Grajales, 2011)

Linfosarcoma Cardiaco: La afectacion de la pared del ventriculo derecho
causa insuficiencia cardiaca congestiva derecha, y se perciben los tonos
cardiacos amortiguados por el hidropericardio, disnea por hidrotérax,
congestién venosa yugular, edema en el pecho y el espacio intermandibular,
taquicardia y arritmia, soplo sistélico asociado con un aumento exagerado del
pulso yugular, aumento del tamafio del higado y diarrea debida a la

hipertension portal. (Grajales, 2011)

Afeccion del Sistema Nervioso: Se manifiesta con la aparicién gradual de
paralisis en las extremidades pelvianas durante varias semanas y, a veces, en
una extremidad mas que en la otra. Comienza por la flexién del menudillo,
marcha tambaleante y dificultad para incorporarse; y por ultimo

postracion.(Grajales, 2011)
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Fotografia 1: Edema submandibular y pectoral; ingurgitacion
yugular

2.1.1.1.4 Transmision

Los bovinos son la unica especie que se infecta de forma natural, la
enfermedad no se propaga con gran rapidez. Principalmente horizontal, ya sea
directa (animal infectado a animal sano, ingesta de leche), EI hombre juega un
papel importante en este proceso. La ejecucion inadecuada de ciertas practicas
de manejo de la granja facilita el contagio del virus dentro de la misma. Esto
sucede, por ejemplo, al compartir el uso entre varios animales de los mismos
elementos contaminados con sangre infectada, entre ellos pueden
mencionarse a las agujas hipodérmicas, jeringas, instrumental de cirugia,
guantes descornadores, elementos para realizar el tatuado o caravaneado
También ciertos insectos que se alimentan de sangre, como mosquitos,

tabanos o garrapatas, pueden participar como vectores en la transmision de la
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enfermedad. A su vez existe transmision vertical durante la gestacion o

periparto. (Quiroz, 2007)

Los bovinos infectados son el reservorio del virus, por lo tanto todos los
liquidos corporales son potencialmente infectantes. El contagio prenatal, que se
produce durante la gestacién, se observa en un porcentaje elevado de terneros
positivos (3 a 20%). Los animales portadores asintomaticos son las grandes
fuentes de contagio en los rodeos, siendo ellos, en la forma horizontal, el
contagio mas importante y la que produce mayor numero de nuevos infectados.
La infeccion no se extiende de bovino a ovino cuando estos animales estan

mezclados para tacto rectal.(Quiroz, 2007)

Figura 1: Mecanismos de transmision de Leucosis bovina
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2.1.1.1.5 Diagnéstico

Mientras que el diagndstico de los bovinos con linfosarcoma es

relativamente sencillo para el veterinario clinico, la deteccién de los animales

con linfocitosis persistente y de los bovinos infectados sin signos clinicos

requiere de la ayuda del laboratorio. Las técnicas para la deteccién de animales

infectados pueden ser:

a)

b)

Deteccién de anticuerpos:

Prueba de inmunodifusion en agar gel (IDA): es sencilla y la de uso mas
difundido para la deteccién de anticuerpos.

Enzimo- Inmunoensayo (test de ELISA): tiene las mismas limitantes que
la anterior cuando se usa en terneros. Pero tiene la ventaja de detectar
la presencia de anticuerpos antes que IDA. Ademas, se puede realizar
en forma automatizada y el resultado se obtiene dentro de las 24 horas.
Para el diagndstico de bovinos con linfocitosis persistente se debe hacer
el recuento de glébulos blancos y la formula leucocitaria relativa en la
sangre de los animales con serologia positiva. Aquellos que presenten
un marcado incremento en el numero de linfocitos, indicaria mayor
capacidad para dispersar la enfermedad. Este seria un método
complementario de la deteccidbn de anticuerpos para definir la
eliminacién de animales infectados. (Casas, 2014)

Deteccion del virus:

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica permite
detectar la presencia del ADN del virus en la sangre; con anterioridad a
la deteccion de anticuerpos. Su alto costo y complejidad la restringe a

ser utilizada en trabajos de investigaciéon.(Casas, 2014)
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2.1.1.1.6 Anticuerpo

Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig) son moléculas
glicoproteicas (90% polipéptidos, 10% carbohidratos) que tienen la capacidad
de combinarse especificamente con un antigeno o un inmunogenos. (Vega,

2009)

2.1.1.1.7 Afinidad del Anticuerpo

La fuerza de union entre un anticuerpo y un solo antigeno se denomina
afinidad. Suma de todas las fuerzas atractivas y repulsivas entre un sitio de
unién del anticuerpo (paratopo) y el correspondiente epitopo. Se define por una

constante de equilibrio (K), segun la ley de accién de masas. (Vega, 2009)

2.1.1.1.8 Especificidad del Anticuerpo
Cuando un anticuerpo solo puede reaccionar con un antigeno se dice

que ese anticuerpo es especifico.

2.1.1.1.9 Antigeno

Un antigeno a cualquier agente extrafio que al entrar en el organismo
desencadena la produccion de anticuerpos especificos contra él. Es una
molécula extrafia reconocida por el sistema inmunitario, en concreto por
anticuerpos preformados o por receptores especificos en linfocitos B o T.
Tradicionalmente se aplica a los inmunogenos o moléculas que desencadenan
la respuesta inmune. Los antigenos suelen ser moléculas grandes que se
hallan formando parte de las estructuras superficiales de los microorganismos
(capsula o pared bacteriana, envoltura o capside de los virus, etc.) o de las

toxinas que éstos segregan en el medio interno (De loannes, 2007).
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2.1.1.1.10 Reaccién antigeno-anticuerpo

Tanto la respuesta humoral como la celular suponen el reconocimiento
de determinadas estructuras quimicas en la superficie de macromoléculas
extrafas, los antigenos. Estas estructuras quimicas del antigeno se denominan
determinantes antigénicos la especificidad de la respuesta inmunitaria va

dirigida especialmente a ellos. (De loannes, 2007)

Cuando se ponen en contacto un antigeno con el anticuerpo especifico,
reaccionan uniéndose mediante un enlace no covalente entre la zona
especifica de la inmunoglobulina y los determinantes antigénicos de la
molécula de antigeno. La combinacion del anticuerpo con el antigeno
desencadena una serie de procesos capaces de neutralizar y eliminar a una
sustancia extrana. Esta union se realiza por medio de uniones intermoleculares
entre el antigeno y la zona del anticuerpo y da lugar al complejo antigeno-

anticuerpo segun el modelo llave-cerradura.(De loannes, 2007)

21.1.1.11 PRUEBADE ELISA

Ensayo de Inmuno absorcion ligada a enzimas (Elisa)

2.1.1.1.11.1 Definicion

Se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoabsorbente) la reaccién antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,
por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicion de un substrato

especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista
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o cuantificable mediante el uso de un espectrofotbmetro o un colorimetro. El
principio de ELISA de basa en determinar si una proteina particular esta

presente en una muestra y con posibilidad de cuantificarla.(Cultek, 2006)

2.1.1.1.11.2 ELISA Indirecta.

Es un ensayo parecido al ELISA directo pero en dos pasos, lo que
permite amplificar la sefial obtenida. En este caso se utilizan dos anticuerpos,
uno primario y otro secundario, y es este ultimo el que ira conjugado a una

enzima. (Cultek, 2006)

Consta de las siguientes etapas:

El procedimiento simplificado seria el siguiente:

e El antigeno se inmoviliza sobre una placa

e Se afiade un anticuerpo primario sin marcar que se une al antigeno de
interés

e Se afiade un anticuerpo secundario marcado con una enzima que se
unira al anticuerpo primario

e Se afiade el sustrato que al reaccionar con la enzima proporcionara una
sefal visible que permitira la deteccion y/o cuantificacion del antigeno de

interés.
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(" ELISA 1

INDIRECTO
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INCUBARY LAVAR

Figura 2 : Fase de la técnica Elisa indirecto.

2.1.1.1.12 Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR)

Es una técnica para hacer muchas copias de una determinada regién de
ADN in vitro (en un tubo de ensayo en lugar de un organismo). La PCR ha sido
utilizada para la deteccion temprana del VLB en animales menores de seis
meses y evita reacciones de falso positivas, causadas por transferencia pasiva
de inmunoglobulinas a través del calostro. Otra ventaja radica en la capacidad
para detectar el virus en animales inmunotolerantes, la sensibilidad es 96% vy la
especificidad 45%, con respecto a la prueba de IGDA. Esto demuestra que la

PCR es mas sensible que las otras pruebas. (Panduro, 2000)

La PCR de transcripcion inversa o RT-PCR, permite el uso de RNA
como molde. Un paso adicional permite la deteccién y amplificacion del RNA.
El RNA se transcribe de forma inversa en DNA complementario (cDNA)
utilizando una transcriptasa inversa. La calidad y pureza del RNA molde es
esencial para el éxito de la RT-PCR. El primer paso de la RT-PCR es la

sintesis de un hibrido DNA / RNA. La eficiencia de la reaccion de la primera
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cadena puede afectar al proceso de amplificacion. A partir de aqui, se utiliza el
procedimiento de PCR convencional para amplificar el cDNA. La posibilidad de

revertir el RNA en cDNA por RT-PCR tiene muchas ventajas (Genesig, 2008).

Se aplica para la deteccion de VLB en animales individuales en las

siguientes circunstancias:

= Terneros jovenes con anticuerpos del calostro,

= (Casos de tumor, para diferenciar entre linfoma esporadico e infeccioso,

» Tejido tumoral de casos sospechosos recogidos en mataderos,

» Nuevas infecciones, antes del desarrollo de anticuerpos contra el VLB,

= Casos de resultados débilmente positivos o inciertos en pruebas de tipo
ELISA,

= Analisis sistematico de ganado en centros de prueba de reproduccion
(antes de la introduccion en centros de inseminacion artificial),

= Ganado empleado en la produccién de vacunas, para comprobar que

estan exentos de LVB. (Panduro, 2000)

2.1.1.1.13 Prevalencia

La prevalencia cuantifica la proporcién de individuos de una poblacion
que padecen una enfermedad en un momento o periodo de tiempo
determinado. La prevalencia depende de la incidencia y de la duracién de la
enfermedad. Si la incidencia de una enfermedad es baja pero los afectados
tienen la enfermedad durante un largo periodo de tiempo, la proporcién de la
poblacién que tenga la enfermedad en un momento dado puede ser alta en
relacidn con su incidencia. Inversamente, si la incidencia es alta y la duracién

es corta, ya sea porque se recuperan pronto o fallecen, la prevalencia puede
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ser baja en relacion a la incidencia de dicha patologia. Por lo tanto, los cambios
de prevalencia de un momento a otro pueden ser resultado de cambios en la
incidencia, cambios en la duracion de la enfermedad o ambos. (Moreno et al.,

2000)

La prevalencia (P) cuantifica la proporcién de individuos de una
poblacién que padecen una enfermedad en un momento o periodo de tiempo

determinado. (Fernandez et al., 2004.)
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CAPITULO 1lI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realiza con un enfoque descriptivo.

3.2 DISENO ESTADISTICO
Es descriptivo ya que traza lo que es; descripcion, registro, analisis e

interpretacion de las condiciones existentes en la actualidad.

3.3 DURACION
El periodo de duracién del presente trabajo de investigacion fue desde mayo

del 2018 a febrero del 2019.

3.4 AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizé en vacunos de las Comunidades
Campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del Distrito de Ocongate de
la provincia de Quispicanchi, Cusco. En la primera etapa se hizo la toma de
muestras y en la segunda etapa el procesamiento de muestras en el laboratorio

del Area de Salud Animal-UNSAAC.
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LEYENDA

Carreters asfaltada
Uso Peatonal
, Trocha Camrozable
- O CentrosPobladosy C.C
PROVINCIA DE "
QUISPICANCHI

Figura 3: Mapa del distrito de Ocongate

3.4.1 Ubicacioén politica

e Region : Cusco

e Departamento : Cusco

e Provincias : Quispicanchis.
e Distrito : Ocongate
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3.4.2 Ubicacién geografica

e Latitud sur :13°37°24”
e Longitud oeste 1 71°23°07”
e Altitud :3540 ms. n.m.
e Superficie 1 952,66 Km2
3.4.3 Limites
e Porel norte : Distrito de Ccarhuayo.
e Porelsur : Distrito de Pitumarca de la Provincia de Canchis.
e Poreleste : Distrito de Marcapata.
e Porel oeste : Con los Distritos de Ccatca y Urcos.

Fuente: Municipalidad Distrital de Ocongate, 2007.
3.4.4 Datos climaticos

e Temperatura promedio anual :2.2°C —15.4°C

e Humedad relativa :86.8%
e Velocidad del viento 7.3 m/s
¢ Precipitacién :411.97 mm

Fuente: SENAMHI, 2007.

3.4.5 Vias de comunicacién

En el Distrito de Ocongate la via de comunicacion mas importante es la
pista asfaltada de la interoceanica, también existen vias que interconectan con
las comunidades y centros poblados, estas son trochas carrozables que en su
mayoria se encuentran en regular estado de conservacion. (Municipalidad

Distrital de Ocongate, 2012)
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En el siguiente cuadro, se pueden apreciar las tres Comunidades en

estudio, sus vias de comunicacién y estado de conservacion.

Tabla 2: Vias de comunicacion a las Comunidades del Distrito

Trocha carrozable

. Distancia de
Comunidad y/o Centro Ocongate a Estado de
poblado : e
comunidades Conservacion
Long. Km.
Ccolcca 6.5 Poco mantenimiento
Andamayo 14 Mal estado
Lauramarca 9 Poco mantenimiento

Fuente: Plan de desarrollo concertado Ocongate

3.4.6 Servicios de transporte

El servicio de transporte en el Distrito de Ocongate esta conformado por
empresas de transporte interprovincial e interdistrital, diariamente y en horario
continuo, que permite la movilizacién de la poblacion hacia las diferentes

comunidades del Distrito, sin embargo estas prestan servicio hasta las 6.00 pm.

3.4.7 Caracteristicas fisico- ambientales

a) Geomorfologia

El distrito de Ocongate posee caracteristicas geomorfoldgicas diversas,
con un relieve terrestre accidentado, con una variedad de pisos altitudinales.
Los acontecimientos tecténicos ocurridos hace miles de afios definieron su
forma actual, pero las acciones cuaternarias son las que han desarrollado la
mayor parte de configuracion de la superficie actual del terreno, especialmente
por la ocurrencia de tres periodos glaciales lo que tuvieron una incidencia

notable en el modelo de mas del 70% de la region.
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La topografia dentro de la jurisdiccion Distrital se divide en seis tipos de
morfologia: Region Ritti, Puna, Puna Colinosa, Suni, Zona de Transicion vy
Quechua. (Municipalidad Distrital de Ocongate, 2012)

b) Recurso suelo

El conocimiento de las potencialidades de los suelos, permiten plantear
estrategias de manejo racional, toda vez que el suelo, es considerado como un
recurso natural no renovable; los problemas de erosidén, provocan que se
pierdan grandes cantidades de suelo y su restitucion por procesos naturales es
muy lento, y esta misma se puede perder tan solo en una campana agricola en
época de lluvias, por un manejo inadecuado del recurso. Las condiciones
climaticas en la zona de intervencién del proyecto, favorecen el uso del suelo
de manera productiva, permiten la practica de una agricultura en secano y con
riego, siendo despensa y soporte natural de las plantas cultivadas y naturales,
es el soporte para actividades como cultivos agricolas como papa, habas, oca,
maiz amilaceo, avena forrajera, tarwi, mashua, avena grano, trigo, cebada
forrajera habas, pastos cultivados, hortalizas, y floricultura; implementacion de
sistemas de riego, repoblacion de plantas, aprovechamiento y tratamiento
forestal, instalacién de pastizales para sistemas de pastoreo. La infraestructura
agricola identificada en la zona, es muy variada en relacion con el clima, relieve
y presencia del recurso hidrico, es asi que por lo general existen invernaderos
o fitotoldos, con fines principalmente para el cultivo de hortalizas, las que por
las condiciones de la zona, no pueden crecer normalmente en el clima que

presenta. (Municipalidad Distrital de Ocongate, 2012)
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c) Flora

En el Distrito de Ocongate, existen pequefios fragmentos de bosques
nativos en areas alejadas, en total tienen una extension de 4473.69 Ha los
cuales se ven asociados a vegetacion arbustiva, que por sus caracteristicas
bioclimaticas permite mantener una agricultura de secano, por las
actividades humanas extractivas es aconsejable propiciar actividades de
reforestacion para recuperacion de la cubierta vegetal como politica de
conservacion, las especies existentes en la zona es principalmente de tipo
arboreo constituido por especies importantes como el chilca (Baccharis
halimifolia), llaulli (Barnadesia horrida M.), quiswar (Buddleja incana), etc. Y
especies de tipo maderable como Queufia ((Polylepis spp.), Tankar

(Berberis vulgaris), etc. (Municipalidad Distrital de Ocongate, 2012)

d) Hidrografia

Segun la clasificacién planteada por el proyecto de Manejo de
Cuencas DSMC-DGASI en 1993, se denomina Cuencas a las
comprendidas entre 700 - 6000 Km2, Sub cuencas estan comprendidos
entre 100 a 700 Km2 y se les denomina microcuencas aquellas
comprendidas entre 10 a 100 Km2 de superficie. La cabecera de cuenca del
rio Mapacho que comprende los distritos de Ocongate, Ccarhuayo y
Ccatcca, presenta una alta variabilidad en relacion a la gradiente altitudinal
con caracteristicas climaticas variadas y con una alta biodiversidad
relacionada a la presencia de una variada vegetacion. La vegetacion nativa
ha sido fuertemente explotada con fines energéticos, herramientas entre

otros. (Municipalidad Distrital de Ocongate, 2012)
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3.5 MATERIALES DE ESTUDIO
3.5.1 Poblaciéon

Vacunos de edades mayores a los 6 meses de las comunidades
Campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del distrito de Ocongate,

Provincia de Quispicanchi.

3.5.2 Tamaio de muestra.

El tamafio de muestra fue obtenida teniendo en cuenta un nivel de
confianza de 94% y error de precision de 0.06%, mediante el método no
parameétrico de muestreo simple al azar. El tamafho de muestra se obtendra de
acuerdo a la poblacion de vacunos de las comunidades de Andamayo, Ccolcca
y Lauramarca del distrito de Ocongate, provincia de Quispicanchi. Dicho
tamafo de muestra se determinara con la siguiente formula.

N=ZZp*q
n:
(N—-1)*E2+Z2(p*q)

Doénde:

N: tamafio poblacional

Z: 1, 96 nivel de confianza que se da a la muestra

p: animales positivos a LBV 0,5

g: animales negativos a LBV 0,5

E: error experimental 0,06
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Considerando una poblacién base de 1753 vacunos en las comunidades
Campesinas de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del distrito de Ocongate de

la regidn Cusco. (INEI, 2012)

Tabla 3. Distribucion del tamafio de muestra para cada comunidad.

Poblacion Tamaio de
Comunidad total muestra
Ccolcca 1160 205
Andamayo 70 55
Lauramarca 523 168
Total 1753 428

Tabla 4. Distribucion del tamafio de muestra segun categoria.

ANIMALES POR CATEGORIA

Edad Ccolcca Andamayo Lauramarca

DL 1 afio 57 14 59
2D 11/2 - 2 afios 14 7 8
4D 2 -2 1/2 afios 19 8 17
6D 3-31/2 afios 15 3 15
BLL > 4 afios 100 23 69

SUBTOTAL 205 55 168

TOTAL 428

3.5.3 De las muestras.
Las muestras estuvieron constituidas por suero sanguineo de 428

vacunos mayores a los 6 meses.
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3.5.3.1 Materiales para la toma de muestra
e Tubos vacutainer
e Agujas vacutainer
e Alcohol
e Algoddn
e Gradillas
e Etiquetas para rotular las muestras( plumon indeleble)

e Guantes descartables

e Mandil

e Soga

e Baterias
e Lapicero

e Fichero y registros

3.5.3.2 Materiales y equipos para la obtencion del suero.
e Centrifuga NF 200
¢ Viales criogénicas de 4,5 ml
e Etiquetas para rotular (plumén indeleble)
e Congelador a -20°C (Electrolux)
e Guantes
e Mandil

e Gorros y barbijos

3.5.3.3 Materiales y equipos de laboratorio
3.5.3.3.1 Equipos e instrumentos (Método de Elisa Indirecta)

e Lavador de placa Elisa (Benchmark)
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e Estufa de incubacion a 38 °C(BOEKEL)

e Refrigeradora

e Congeladora a -20°C

e Micropipetas de 30 - 300 pl y 100-1000 pl

e Lector de microplacas ELISA

e Vortex u homogenizador (VORTEX 2 GENIE-Scientific Industries)
e Cabina de flujo laminar (Telstar Bio 11A)

e Probetas de 20-1000ml

3.5.3.3.1.1 Materiales para el procesamiento de muestras
e Micropipetas de precision (30-300 ul y 100-1000 ul)
e Puntas desechables ( 200-300ul)
o Caja porta tips
e Agua destilada o des ionizada
o Espectrofotdmetro para placas
e Papel absorbente
e Parafilm
e Probetas de 100-1000ml
e Gorros
e Barbijo
e Mandil
e Guantes

e Cronometro

3.5.3.3.1.2Reactivos para el analisis de la LEB en el laboratorio

e Kit ELISA para prueba de Leucosis Bovina (laboratorio IDEXX)
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e Suero sanguineo para cada pocillo
e control positivo y negativo

e Solucion de lavado

e  Solucion diluyente

e  Solucion conjugado

e  Solucion stop (frenado)

3.5.3.3.2 Equipos e instrumentos (Método de PCR-TR)
e Micro Centrifuga (AL220VAC).
e Cabina de flujo laminar (Kossodo), (BIOBASE).
e Equipo de PCR (Applied Biosystems).
e Vortex (VORTEX 2 GENIE).
e Micropipetas de (1 - 20 ul; 20 — 200 ply 100 - 1000 pl).

e Rack Magnético (BioLabs).

3.5.3.3.2.1 Materiales para el Procesamiento de Muestras
e Tips desechables y estériles.
e Viales criogénicas de 2.5 mly 5 ml.
e Barbijos, gorros y guantes de latex
e Lentes.
e Mandiles descartables.
e Cronometro.
e Multiportador de tubo para el vortex.
e Tubos de reaccion rapida (8 tubost/tira).

e Tapa de tubos de reaccién rapida.
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3.5.3.3.2.2 Reactivos para la extraccion del RNA del Virus de la Leucosis
Bovina.
o Kit extractor de RNA

o MagMAX™ CORE Lysis Solution

o MagMAX™ CORE Binding Solution

o MagMAX™ CORE Wash Solution 1

o MagMAX™ CORE Wash Solution 2

o MagMAX™ CORE Elution Buffer

o MagMAX™ CORE Magnetic Beads

o MagMAX™ CORE Proteinase K

3.5.3.3.2.3 Reactivos para la identificaciéon del Virus de la Leucosis
Bovina.
¢ Kitde PCR — tiempo real para LVB
o BLV primer/probe mix
o BLV RT primer mix
o Positive control template
o Oasig™ OneStep 2xgRT-PCR MasterMix

o RNAse/DNAse free water
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3.6 METODOLOGIA

3.6.1 Toma de muestras

Las muestras de suero fueron colectadas de vacunos mayores a seis
meses de las comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca del distrito de
Ocongate. Dichas muestras de suero se obtuvieron por puncion de la vena
coccigea previa desinfeccién con alcohol, para lo cual se utilizé tubos
vacutainer de 10 ml con separador de suero al vacio, una vez obtenida las
muestras de sangre se rotulo con los datos del vacuno muestreado (N°
muestra, nombre, edad, raza, sexo y manifestaciones clinicas) (ver anexo 10);
las cuales después de la coleccion se trasladaron y conservaron en
refrigeracion en el laboratorio de salud animal de la escuela profesional de

zootecnia, facultad de Ciencias Agrarias- UNSAAC.

Fotografia 2: Toma de muestras de sangre
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3.6.2 Obtencién del suero.

Para la obtencion de suero se centrifugo todas las muestras sanguineas
a 3000 rpm durante 10 min, posteriormente se extrajo el suero en crioviales de
2.0 ml, se sellaron e identificaron los crioviales con un numero, el cual debe
coincidir con la hoja de campo, donde constan los datos de cada animal; luego

se conservd en la congeladora a -20 °C hasta el momento del analisis

seroldgico.

Fotografia 3: Obtencién de suero Fotografia 4: Alicotacion del suero
sanguineo de los tubos sanguineo
vacutainer.

3.6.3 Metodologia de laboratorio.
Se utilizara el método de ELISA indirecta y PCR-TR, para detectar los

anticuerpos y antigenos (virus) respectivamente.
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por el método de ELISA indirecta
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Procesamiento de resultados
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Procesamiento de resultados .
Conclusiones

Grafico 1: Flujograma de trabajo para la determinacién de la LEB por el
método de ELISA Indirecta
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3.6.3.1.1 Método de Elisa indirecta para la Leucosis Bovina.
3.6.3.1.1.1Descripcidn y principios de la prueba (segun el kit de
laboratorio IDEXX)

Las placas de microtitulacion se suministran tapizadas con un antigeno
inactivo. Las diluciones de las muestras que van a ser procesadas se incuban
en los pocillos. Cualquier anticuerpo especifico frente al VLB se une al antigeno
que Hpocillo. ElI material que no ha quedado unido se elimina de los pocillos
mediante lavado. A continuacion se afiade un conjugado formado por una IgG
anti- rumiantes marcados con la enzima peroxidasa, susceptibles de unirse a
los anticuerpos de bovino que formaron el complejo con el antigeno del VLB. El
conjugado no unido se elimina mediante lavado, y se afiade un substrato TMB
a los pocillos. El grado de color desarrollado (densidad 6ptica medida a 450nm)
es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos especifico frente al
VLB presente en la muestra. La relevancia diagnostica del proceso se obtiene
comparando la densidad optica de los pocillos con la muestra de la densidad

Optica de los pocillos que contienen control positivo.

3.6.3.1.1.2 Preparacion de reactivos

e Solucion de Lavado

La solucion de Lavado Concentrada (10X) debe dejarse que se adquiera
18- 26°C y agitarse para asegurar la disolucion de posibles sales precipitadas.
Esta solucion debera de diluirse 1/10 con agua destilada/desionizada antes de
emplearla (por €j. 30 ml de Solucion de Lavado Concentrada (10X) mas de 270
ml de agua por placa por analizar). Preparandose en condiciones estériles, la

solucién de lavado puede almacenarse durante una semana a 2-8°C.
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Tabla 5. Distribucion de la placa de ELISA indirecta para Leucosis Bovina
de las comunidades Andamayo, Ccolcca y Lauramarca.

CP

CP

2
£ £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £
£ £ £ £ £ £ £ £
£ £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £
£ £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £
£ £ £ £ £ £ £ £
< £ £ £ £ £ £ £

Donde:

e CP =Control positivo
e CN = Control negativo

¢ M = Muestra de suero.

3.6.3.1.1.3 Protocolo del ensayo (Leucosis bovina)
Debe dejarse que todos los reactivos adquieran 18-26°C antes de
usarlos. Los reactivos deberan mezclarse invirtiéndolos o agitdndolos en un

vortex suavemente. Use la punta de pipeta diferente para cada muestra.

1. Dispensar 90 ul de Diluyente de Muestras en cada pocillo de la placa de
microtitulacion.
2. Dispensar 10 pl de control positivo SIN DILUIR y en los pocillos

apropiados.
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8.

9.

Dispensar 10 pl de control negativo y 10 uyl de cada muestra SIN
DILUIR en los pocillos apropiados.

Dilucion final de los controles y muestras = 1/10

Homogenizar el contenido de los pocillos mediante una breve y suave
agitacion de la placa (puede usarse para ello un agitador de placas).
Cubrir la placa de microtitulacion con una cubierta e incubar 60 minutos
(5 minutos) a +37°C (x3°C) en camara humeda o 14-18 horas a 18-
26°C en camara humeda.

Lavar cada pocillo con aproximadamente 300 ul de solucién de lavado
tres veces. Aspire los contenidos liquidos de todos los pocillos después
de cada lavado. Después de la aspiracion final, elimine el fluido de
lavado residual de cada placa golpeandola sobre material absorbente.
Evitar que las placas se sequen entre los lavados y antes de afadir el
reactivo siguiente.

Dispensar 100 ul conjugado en cada pocillo.

Cubrir e incubar la placa de microtitulacion cubierta durante 60 minutos
(x5 minutos) a +37°C (£3°C) en camara humeda.

Repita el paso 5.

Dispensar 100 pl de Substrato TMB n. °12 en cada pocillo.

10.Incubar la placa con 18-26°C durante 15 minutos (£1 minuto).

11.Frenar la reaccion dispensando 100 ul por pocillo de Solucién de

Frenado n. °3. La solucion de Frenado n. °3 debe dispensarse en el

mismo orden y al mismo ritmo que la dispensacién del substrato TMB.

12.Leer los resultados con un fotdmetro a una longitud de onda de 450 nm.
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3.6.3.1.1.3.1 Metodologia de ELISA Indirecta para Leucosis Bovina:

PASO 01: Se
esterilizé6 la cabina y
los materiales.

PASO 02: Reactivos y
muestras a 18°C de
temperatura,

iniciar la prueba.

para

PASO 03: Dilucion de
las muestras y
dispensacion de
controles SIN DILUIR.

PASO 06: Se agrego
100 pl de conjugado en
cada pocillo y se incubo
durante 60 minutos a
+37°C, pasado este
periodo se repite el
paso anterior.

PASO 05: Lavado de
las placas con 300 pl
de solucion de lavado
por cada pocillo, por 3
veces.

PASO 04: Incubacion

durante 60 minutos a
+37°C.

PASO 07: Se agrego
100 pl de Substrato
TMB n. °12 en cada
pocillo e incubo por 15
minutos a 26°C

PASO 08: Se afadi6
100 pl de solucién stop
n. °3 a todos Ilos
pocillos de la placa.

PASO 09: Se realizo la
lectura de las

densidades Opticas a
450nm.
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3.6.3.1.1.4 Validacion de la prueba de la Leucosis Bovina

Para la validaciéon de la placa, la densidad 6ptica de Control Positivo
(CPx) no debe ser superior a 2,000 y la densidad éptica de Control Negativo
(CNx) no debe de exceder de 0,500. La diferencia de la densidad optica entre
los controles positivos y negativos (CPx — CNx) debe ser = 0,300. Las placas
deben ser leidas dentro de un periodo maximo de 2 horas tras afadir la

Solucion de Frenado.

a) Calculos

Debe obtenerse el valor medio de la densidad optica de las muestras
duplicada. La densidad éptica de control positivo (CPx) asi como la densidad
Optica de muestras (Muestra A4s0) deben corregirse restandoles el valor de la

densidad optica de control negativo (CNXx).

Control positivo: Muestra:

CPx — CNx Muestra A450 — CNx

El valor de cada muestra debe calcularse con relacion al Control

Negativo y Control Positivo con la siguiente formula:

Muestra A 450—-CNx
CPx—CNx

M/P =100 x
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b) Interpretacion de resultados

Interpretacion de muestra individual:

Tabla 6 Interpretaciéon de Muestra Individual

M/P % <30% =30%y <40% > 40%

Interpretacion Negativo Dudoso Positivo

FUENTE: IDEXX Leukosis Serum X2

Si una muestra continua siendo dudosa tras una segunda prueba,
deberia obtenerse una nueva muestra del mismo animal para ser analizada. Si
con la nueva muestra se obtiene de nuevo un resultado dudoso, deberia
contemplarse la situacion epidemiologica. Analizar de nuevo la muestra con

otra técnica si fuera posible.

3.6.3.1.1.5Prevalencia
Para determinar la prevalencia de la Leucosis Bovina en el ganado

bovino utilizaremos la siguiente formula:

Total de animales (ganado) positivos a LEB

Prevalencia = x 100

Total de animales (ganado) muestreados
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3.6.3.1.1.6 Intervalo de Confianza

16 =p £z e/2 >

Doénde:
n= Es el tamafio muestral.
p= proporciéon obtenida en nuestra muestra.
g=1-p
Z 412=1.89 en el caso de definir un nivel de confianza del 94%

3.6.3.1.2 Método PCR en Tiempo Real para la Leucosis Bovina
3.6.3.1.2.1 Descripcidén y principios de la prueba
Se proporciona una mezcla de cebador y sonda especifica del VLB y

esto se puede detectar a través del canal FAM.

La mezcla de cebador y sonda proporcionada explota el llamado
principio TagMan®. Durante la amplificacion por PCR, los cebadores directos e
inversos se hibridan con el ADNc del VLB. Se incluye una sonda fluorogénica
en la misma mezcla de reaccion que consiste en una sonda de ADN marcada
con un colorante de 5' y un apagador de 3'. Durante la amplificacion por PCR,
la sonda se escinde y el colorante indicador y el extintor se separan. El
aumento resultante en la fluorescencia puede detectarse en una gama de

plataformas de PCR en tiempo real.
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3.6.3.1.2.2Extraccién del Material Genético
3.6.3.1.2.2.1 Preparacion de las Muestras y Reactivos
o Esterilizar la cabina para evitar la contaminacién de las muestras.

e Solucion de lisis union.
Realizar los calculos para la cantidad de muestras a trabajar, siempre

incluir el 10% de excedente para compensar la imprecision del pipeteo.

Tabla 7 Cantidad de Reactivo por Reaccion para la Solucién de Lisis
Unién.

Componente Por reaccion Por reaccion (+10%)
™ i
MagMAX™ CORE Lysis 350 il 385 il
Solution
MagMAX™ CORE Binding
_ 350 pl 385 i
Solution

e Solucion de perlas magnéticas.
Realizar los calculos para la cantidad de muestras a trabajar, siempre
incluir el 10% de excedente para compensar la imprecision del pipeteo.

Tabla 8 Cantidad de Reactivo por Reaccion para la Solucion de Perlas

Magnéticas.
Componente Por reaccion Por reaccion (+10%)
™ i
MagMAX™ CORE Magnetic 20 ul 22 4l
Beads
MagMAX™ CORE Proteinase K 10 pl 11 ul

e Descongelar las muestras de suero sanguineo y homogenizar.
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3.6.3.1.2.2.2 Procedimiento para la Extraccion del Material Genético

e En un vial criogénica marcar LU (solucién de lisis unidén), mezclar 385 i
de MagMAX™ CORE Lysis Solution y 385 pl de MagMAX™ CORE
Binding Solution.

e En un vial criogénico marcar PM (solucion de perlas magnéticas),
mezclar 22 pyl de MagMAX™ CORE Magnetic Beads y 11 ul de
MagMAX™ CORE Proteinase K.

e Union de acidos nucleicos a las perlas magnéticas.

1. Para una reaccién combine en el siguiente orden:

Tabla 9 Combinacién de reactivos por reaccion.

Combinar Componente Cantidad
1 PM (solucién de perlas magnéticas) 30 i
2 Suero 200 ul

Antes del paso 3: mezclar mediante pipeteo y dejar incubar 2 minutos a T°
Ambiente

3 LU (solucién de lisis union) 700 pl

2. Usando un vortex, agitar a una velocidad moderada por 3
minutos.

3. Usando el rack magnético, capturar las perlas. El tiempo de
captura es de 1 a 3 minutos.

4. Cuidadosamente aspire y descarte todo e sobrenadante sin
remover la perlas.

5. Retire el tubo del rack magnético.
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e Lavado de las perlas con MagMAX™ CORE Wash Solution 1.

1.

5.

Adicionar 500 pl de MagMAX™ CORE Wash Solution 1 a cada
tubo.

Usando un vortex, agitar a una velocidad moderada por 1 minuto.
Usar un rack magnético para capturar las perlas. El tiempo de
captura es de aproximadamente 1 minuto. Cuando la muestra se
torne transparente, las perlas habran sido capturadas.
Cuidadosamente aspire y descarte todo el sobrenadante sin
remover las perlas.

Retire el o los tubos del rack magnético.

e Lavado de las perlas con MagMAX™ CORE Wash Solution 2.

1.

Adicionar 500 yl de MagMAX™ CORE Wash Solution 2 a cada

tubo.

Usando un vortex, agitar a una velocidad moderada por 1 minuto.

Usar un rack magnético para capturar las perlas. El tiempo de
captura es de aproximadamente 1 minuto. Cuando la muestra se

torne transparente, las perlas habran sido capturadas.

Cuidadosamente aspire y descarte todo el sobrenadante sin

remover las perlas.

Retire el o los tubos del rack magnético.
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e Secado de las perlas.

1. Dejar el tubo abierto a temperatura ambiente durante 2
minutos para que el alcohol restante de MagMAX™ CORE
Wash Solution 2 se evapore.

2. Inspeccionar el tubo y si hay solucion residual, quite lo mas
posible con una pipeta de punta fina, dejar el tubo abierto en el

rack magnético por otro minuto.

e Elucion de acidos nucleicos.

1.

Dejar el tubo abierto a temperatura ambiente durante 2 minutos
para permitir que el alcohol restante de MagMAX™ CORE Wash
Solution 2 se evapore.

Adicionar 90 pl de MagMAX™ CORE Elution Buffer pre calentado

a 65°C a cada tubo.

Usando un vortex, agite vigorosamente durante 3 minutos, la
muestra debe tornarse marrén, indicando la completa suspensién
de las perlas.

Usando un rack magnético capture las perla, la captura de tardar
aproximadamente 2 minutos.

Teniendo cuidado de no remover las perlas, transfiera 90 ul de
sobrenadante a un vial criogénico limpio. No desechar el
sobrenadante; los acidos nucleicos purificados estan en el

sobrenadante.
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IDENTIFICACION DEL
VIRUS DE LA LEUCOSIS
BOVINA (VLB)

Identificacion de las
muestras positivas a
ELISA.

Extraccion del material
genético de las muestras
negativas para el analisis

en el PCR

Procesamiento del material
genético con los reactivos para la
identificacion del VLB por el
método del PCR-TR

Procesamiento de
resultados

( N

Amplificacion del ARN del
Virus de la Leucosis Bovina
(positivos - negativos)

Resultados y conclusiones

Grafico 2: Flujograma de trabajo para la determinacién de la LEB por el
método de PCR en tiempo real
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3.6.3.1.2.2.3 Metodologia de la Extraccién del Material Genético:

PASO 01: Se
esterilizé la cabina, los
materiales y marcar
los viales criogenios
con el numero de

muestra. *

PASO 02: Realizar la
mezcla de la solucion
Perlas Magnéticas
(PM). Con 350yl de

Proteinase Ky 350ul de
Magnetic beads.

PASO 03: Se realizo la
mezcla de la solucién
Lisis unién (LU). Se
adiciono 20 pl Lysis
solution y 10 pl de
Binding solution).

PASO 06: Con el rack
magnético se capturd
las PM, durante 1 a 3
minutos, se descart6 el
sobrenadante sin
remover las PM y sin
retirar los viales
criogénicos del rack

mainético.'
a4
]

PASO 05: Usando un
vortex se agité a una
velocidad moderada
durante 3 minutos.

PASO 04: Se agrego6
30 ul de PM, 200 pl de
suero y 700 pl de LU.

PASO 07: Se adiciono
500 ul de Wash
Solution 1 a cada tubo.

PASO 08: Usando un
vortex se agito a una
velocidad moderada
durante 1 minutos.

PASO 09: Con el rack
magnético se capturo
las PM, durante 1 a 3
minutos, se descart6 el

sobrenadante, sin
remover las PM ni
retirar los viales

criogénicos del rack

magnético.
- a— ,
h =
o




PASO 12: Con el rack
magnético se capturo
las PM, durante 1 a 3
minutos, se descarto el
sobrenadante sin
remover ni retirar los
viales criogénicos del«
rack magnético.

o2

PASO 11: Usando un
vortex se agitb a una
velocidad moderada
durante 1 minutos.

=

¥

PASO 10: Se
adiciond 500 ul de
Wash Solution 2 a
cada tubo

4

PASO 13: Se dejo
abierto los Vviales
criogénicos  por 2
minutos para que el
alcohol restante de
wash solution 2 se
evapore.

PASO 14: Se
adiciond 90 L de
Elution Buffer.

PASO 15: Usando un

vortex se agito a una
velocidad
durante 3 minutos.

moderada

PASO 18: Se extrajo el
material genético (RNA)
de 418 muestras de
suero.

PASO 17: Con
cuidado se transfirid
90 ML de

sobrenadante a un
vial criogénico.

PASO 16: Con el rack
magnético se capturo
las perla magnéticas,
durante 2 minutos.
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3.6.3.1.2.3Protocolo de deteccion de PCR- TR en un solo paso.

3.6.3.1.2.3.1 Protocolo de Reconstitucion

Para minimizar el riesgo de contaminacion con ADN extrafos,
recomendamos que todos los pipeteados se realicen en un ambiente limpio de
PCR. Idealmente, esto seria un laboratorio de PCR designado o un gabinete de
PCR. Se recomiendan puntas de filtro para todos los pasos de pipeteo y la

esterilizacion de la cabina durante 15 minutos.

3.6.3.1.2.3.1.1 Reconstitucion de los componentes del kit

e Gire por pulso cada tubo en una centrifuga antes de abrir. Esto asegura
que la mezcla de imprimacion y sonda liofilizada este en la base del tubo
y que no se derrame al abrir el tubo.
¢ Reconstituir los componentes del kit con agua libre de nucleasas, de
acuerdo con la siguiente tabla:
Para asegurar una resuspension completa, agite bien cada tubo.
Tabla 10 Cantidad de Agua Libre de Nucleasas para la Reconstitucion de

los Componentes del Kit

Componente - Resuspender en agua Volumen

Pre-PCR pack

Mezcla de cebador/sonda de BLV (MARRON) 165 ul
Mezcla del cebador /sonda de control de la extraccion interna 165 ul
(MARRON)

Mezcla de cebador RT BLV RT (VERDE) 165 ul
Mezcla del cebador /sonda de control endégeno (MVARRON) 165 pl

Lamina sellada por calor Pre-PCR

Control de extraccion interno de RNA (AZUL) 600 pl
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e Reconstituir la plantilla de control positivo en el bufer de preparacion de
plantilla suministrado, de acuerdo con la siguiente tabla:
Para asegurar la resuspensioén, agite bien cada tubo.
Tabla 11 Cantidad de Buffer de Preparacion de Plantilla para la

Reconstitucion de los Componentes del Kit

Resuspensiéon de componentes en el buffer de Volumen
preparacion de plantillas

Lamina termosellada Post PCR

Plantilla de Control Positivo (ROJO) 500 ul

3.6.3.1.2.3.2 Protocolo de Deteccion PCR- TR en un solo paso, para la

Identificacion del VLB
Un método de un solo paso que combina la transcripcidén inversa y la
amplificacion en un unico tubo cerrado es el método preferido. Para un 6ptimo
rendimiento y sensibilidad. Todos los pasos de pipeteo y la instalacién
experimental de la placa se deben realizar en hielo. Después de que se vierte
la placa, proceda inmediatamente al protocolo de amplificacion de Un Paso. La
incubacién prolongada de mezclas de reaccion a temperatura ambiente puede

conducir a artefactos de PCR que reducen la sensibilidad de deteccioén.

Todos los pasos de pipeteado y la placa experimental deben realizarse

sobre hielo.

1. Para cada muestra de ARN prepare una mezcla de reaccién de acuerdo
con la siguiente tabla:

Incluir reacciones suficientes para controles positivos y negativos.
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Tabla 12 Mezcla de Reaccion para las Muestra de ARN

Componente Volumen
Mezcla Maestra oasig '™ OneStepPLUS 2x qRT-PCR 10 pl
Mezcla de cebador/sonda de BLV.(MARRON) 1 pl
Mezcla del cebador /sonda de control de la extraccién interna 14l
(MARRON)
Agua libre de ARNasa / ADNasa (BLANCO) 3 ul
Volumen Final 15 ul

1. Para cada muestra de RNA, prepare una mezcla de reaccion de control
enddgeno de acuerdo con la siguiente tabla:
Esta reaccién de control proporcionara informaciéon crucial sobre la

calidad de la muestra bioldgica.

2. Pipetee 15ul de esta mezcla en cada pocillo de acuerdo con la
configuracion de la placa experimental de su PCR en tiempo
real.

3. Pipetee 5 yl de plantilla de RNA dentro de cada pocillo, de acuerdo con
con la configuracion de su placa experimental. Para el pocillo de control
negativo use 5 pl de agua libre de RNAsa / DNAsa. El volumen final en

cada pocillo es de 20 pl.



3.6.3.1.2.4 Protocolo de amplificacion de un paso
Condiciones de amplificacion utilizando la mezcla maestra oasigTM
OneStep 2x RT-gPCR.

Tabla 13: Proceso de Amplificacion

Etapa Tiempo T°
Transcripcion Inversa 10 mins 55 OC
Activacion de Enzima 2 mins 95 °C
Desnaturalizacion 10 secs | g5 O¢
Ciclo x50
Recoleccion de Informaciéon 60 secs | gp Oc

* Los datos fluorogénicos deben recogerse durante este paso a través

de los canales FAM y VIC



3.6.3.1.2.5 Interpretacion de resultados

Tabla 14 Interpretaciéon de Resultados

Objetivo | Fontrol
<30 +/ -
>30 -

- +
+/ - +/ -
+/ - +/ -

Control
Positivo

Control
Negativo

+/ -

INTERPRETACION

RESULTADO
CUANTITATIVO
POSITIVO
Calcular el niumero de
copia

RESULTADO
CUALITATIVO
POSITIVO
No informe el numero de
copias, ya que esto
puede deberse a una
pobre extraccién de la

RESULTADO
NEGATIVO

FALLO EL
EXPERIMENTO

Debido a contaminacion
en la prueba.

FALLO EN LA
PREPARACION DE LA
MUESTRA

FALLO EL
EXPERIMENTO

Se espera que la plantilla de control positivo (Rojo) amplifique entre Cq

16 y 23. El no cumplir este criterio de control de calidad es una fuerte indicacion

de que el experimento ha sido comprometido.
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3.6.3.1.2.5.1 Procedimiento para la reconstitucion de los componentes del
kit para la identificacion del LVB por el método de PCR Tiempo

real

¢ Se reconstituyd los componentes del kit en agua libre de RNasa/DNasa

PASO 01: Se agreg6 165
Ml de agua libre de
RNasa/DNasa a cada
tubo,

PASO 02: Para

garantizar la
resuspension
completa se agitd

en el vortex.

PASO 03: Se
centrifugo.

¢ Reconstitucion de la plantilla de control positivo en el tampoén de

preparacion de plantilla suministrado:

PASO 01: Se agreg6 500
Ml de buffer de preparacion
de plantilla al tubo.

PASO 2: Para
garantizar la
resuspension
completa se agito
en el vortex.

PASO 03:
Centrifugar.
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3.6.3.1.2.5.2 Metodologia de deteccion PCR — TR en un solo paso, para la

identificacion del VLB.

PASO 01: Se esterilizé la
cabina exclusiva para la
preparacion de las mezclas
(master mix).

4

PASO 02: Se configuré el equipo
del RT-PCR

PASO 4: Se sell6 los tubos de
reaccion rapida con sus
respectivas tapas, para evitar
la contaminacién de las
muestras.

PASO 03: Se agregdé 15 pl de la
mezcla en cada tubo de reaccién
rapida, 5 pl de control positivo en el
tubo de reaccion rapida para el
control positivo, 5 yl de agua libre de
RNAsa/DNAsa en el tubo de
reaccion rapida del control negativo,
5 pl de RNA sin diluir en cada tubo
de reaccion rapida de acuerdo con la
configuracién de la placa
experimental de PCR- TR.

— 7

PASO 06: Se agito en el
vortex los pocillos a una
velocidad moderada para
garantizar la homogeneidad
de las mezclas.

PASO 07: Se ubico cada pocillo de
acuerdo con la configuracion de la
placa experimental y se dio inicio a
la amplificacion en RT-PCR.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 PREVALENCIA DE LA LEUCOSIS BOVINA EN VACUNOS DE LAS

COMUNIDADES DE CCOLCCA, ANDAMAYO Y LAURAMARCA.

4.1.1 Determinacion cualitativa del grado de infeccion en vacunos de las
comunidades Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

Las muestras de sueros positivos reaccionaron a la presencia de los
antigenos presentes en la placa. Una vez afiadida la solucion de frenado n°3
se genera una coloracion que vira a amarilla. El grado de color desarrollado es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo especifico frente al VLB

presente en la muestra.

Fotografia 5: Resultados cualitativos para Leucosis Bovina de las
comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

A la observacién cualitativa de la reaccion final en la fotografia 5, se

consideran positivos a los pocillos que presentaron coloracién y negativos a los
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gue no presentaron coloracion, por tanto se obtuvo un total de 2 vacunos para
la comunidad de Ccolcca, 8 vacunos positivos para la comunidad de

Lauramarca y ningun vacuno positivo para la comunidad de Andamayo.

Tabla 15. Resultado cualitativo para Leucosis Bovina de las comunidades
de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca

Coloracion Total/ Comunidad

vacunos Ccolcca Andamayo Lauramarca

Amarillo 10 2 0 8
(positivos)
Incoloro 418 203 55 160

(negativos)

Total 428 205 55 168

En la tabla 15 se observa que, de un total de 428 vacunos muestreados
de las comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca, a la observacion
cualitativa resultaron 10 vacunos positivos y 418 vacunos negativos de las tres

comunidades en estudio.

4.1.2 Determinacién cuantitativa del grado de infeccion en vacunos de
las comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.
Las lecturas de las densidades Opticas se realizd con el lector de

microplacas Elisa (Epoch 2) a 450nm.
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Tabla 16. Densidades 6pticas para Leucosis Bovina, en vacunos de las

comunidades de Andamayo y Ccolcca (Placal)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,94110,042)|0,043|0,047 (0,042 (0,043 | 0,043 0,042 | 0,043 (0,043 | 0,056 | 0,043

1,157 0,059 (0,041 (0,043 | 0,044 | 0,041 | 0,043 | 0,044 | 0,041 | 0,042 | 0,041 | 0,095

0,047 (0,043 0,044 | 0,043 0,046 {0,042 | 0,043 {0,048 | 0,045(0,043 | 0,05 | 0,053

o O W >

0,193 (0,044 | 0,049 (0,047 | 0,044 {0,041 0,042 {0,044 | 0,045 [ 0,043 | 0,048 | 0,067

m

0,046 (0,042 |0,045|0,046 | 0,044 {0,045|0,043 (0,114 {0,047 {0,043 | 0,05 | 0,097

10,056 |0,054|0,045|0,043|0,047 |0,043 | 0,046 | 0,064 | 0,042|0,045(0,111| 0,044

G(0,043|0,043|0,042|0,041|0,102|0,048|0,067 | 0,048 | 0,047 | 0,053 | 0,061 | 0,046

H0,043|0,043|0,049|0,046|0,078|0,041 0,043 |0,043|0,051| 0,048 | 0,045 | 0,046

*la coloracién verde oliva indica el inicio de los vacunos pertenecientes a la
comunidad campesina de Ccolcca.

Tabla 17. Densidades 6pticas para Leucosis Bovina, en vacunos de la

comunidad de Ccolcca (Placa Il)

A|0,993| 0,05 |0,051|0,075|0,123|0,087|0,091|0,073|0,071(0,117| 0,056 | 0,07

B11,013|0,081{0,117|0,079(0,076| 0,059 | 0,207 | 0,075| 0,07 |0,061|0,058 (0,073

C|0,198|0,156 | 0,086 | 0,055 |0,078| 0,084 | 0,101 {0,133 | 0,059 | 0,068 | 0,081 | 0,068
D

0,081(0,131|0,073| 0,07 |0,054|0,063|0,126|0,072|0,063|0,066|0,064 | 0,076

£0,069|0,059(0,081|0,101 0,083 | 0,066 | 0,094 | 0,056 | 0,076 | 0,059 | 0,092 | 0,08

F| 0,06 |0,056|0,053|0,066|0,074|0,081|0,055| 0,06 |0,057|0,093|0,069 0,088

G| 0,059|0,053|0,056 | 0,057 | 0,425| 0,054 | 0,076 | 0,075 | 0,083 | 0,067 | 0,144 | 0,072

0,05|0,06 |0,05|0,05|0,07|0,14 | 0,15| 0,06 | 0,09 | 0,09 | 0,05 | 0,05
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Tabla 18. Densidades 6pticas para Leucosis Bovina, en vacunos de las

comunidades de Ccolcca y Lauramarca (Placa lll)

1

2

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0,891

0,056

0,048

0,05

0,067

0,091

0,06

0,067

0,053

0,076

0,072

0,191

1,069

0,054

0,047

0,065

0,07

0,073

0,05

0,078

0,056

0,063

0,08

0,065

o O W >

0,048

0,067

0,115

0,062

0,053

0,066

0,074

0,054

0,078

0,061

0,056

0,082

0,056

0,055

0,14

0,059

0,047

0,142

0,078

0,051

0,053

0,053

0,056

0,058

m

0,167

0,091

0,106

0,498

0,062

0,064

0,054

0,054

0,051

0,07

0,069

0,063

0,596

0,074

0,052

0,075

0,056

0,057

0,095

0,079

0,051

0,148

0,121

0,073

G

0,127

0,061

0,046

0,052

0,053

0,046

0,046

0,064

0,054

0,133

0,063

0,059

H

0,081

0,082

0,064

0,049

0,05

0,053

0,059

0,059

0,094

0,052

0,145

0,077

*la coloracién verde oliva indica el inicio de los vacunos pertenecientes a la
comunidad campesina de Lauramarca.

Tabla 19. Densidades 6pticas para Leucosis Bovina, en vacunos de la

comunidad de Lauramarca (Placa IV)

10

11

12

1,103

0,053

0,05

0,061

0,047

0,083

0,051

0,081

0,069

0,06

0,074

0,07

0,933

0,06

0,087

0,051

0,051

0,05

0,058

0,086

0,048

0,051

0,065

0,051

0,052

0,048

0,05

0,068

0,072

0,051

0,053

0,057

0,089

0,068

0,059

0,062

O O

0,053

0,062

0,071

0,058

0,062

0,053

0,049

0,056

0,075

0,049

0,073

0,094

m

0,049

0,059

0,053

0,053

0,053

0,559

0,055

0,075

0,061

0,051

0,071

0,065

0,073

0,054

0,049

0,051

0,045

0,049

0,052

0,047

0,049

0,16

0,048

0,535

0,048

0,044

0,043

0,047

0,05

0,049

0,062

0,048

0,051

0,057

0,055

0,058

0,051

0,089

0,049

0,108

0,048

0,054

0,058

0,051

0,053

0,056

0,065

0,073
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Tabla 20. Densidades 6pticas para Leucosis Bovina, en vacunos de la

comunidad de Lauramarca (Placa V)

0,538 10,081 {0,049 |0,052 | 0,047 {0,043 |0,374 | 0,047

0,597 10,053 | 0,057 0,053 | 0,046 |0,046 |0,046 | 0,05

0,053 |0,067 | 0,049 |0,051 |0,056 | 0,044 0,336 | 0,043

o O w >

0,052 |0,057 | 0,05 |0,047 |0,063 | 0,045 0,505 |0,832

m

0,403 | 0,066 | 0,05 |0,045 |0,045 {0,047 (0,1 0,046

F 10,056 | 0,047 | 0,049 | 0,057 {0,052 |0,066 |0,048 |0,867

G 10,094 |0,082 | 0,052 | 0,047 | 0,059 | 0,053 | 0,043 | 0,043

H 10,052 (0,104 | 0,061 |0,063 (0,06 |0,045 |0,046 |0,042

En las tablas del 16 al 20 tenemos las densidades épticas resultantes al

medir absorbancia a 450nm, En el lector de microplacas de ELISA, donde:

e Control positivo= A1, B1
e Control negativo = C1, D1

e Muestra de vacunos de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.




Tabla 21. Resultados del calculo del porcentaje M/N de las densidades

Opticas para Leucosis Bovina, en vacunos de las comunidades de

Andamayo y Ccolcca (Placal)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 88,37|-8,40|-8,29|-7,86| -8,40(-8,29|-8,29|-8,40|-8,29|-8,29|-6,89| -8,29
B111,63|-6,57|-8,50|-8,29| -8,18|-8,50|-8,29|-8,18|-8,50 | -8,40 | -8,50 | -2,69
C| -7,86|-8,29|-8,18|-8,29| -7,97 |-8,40|-8,29|-7,75|-8,07 | -8,29 | -7,53 | -7,21
D 7,86(-8,18|-7,64|-7,86| -8,18|-8,50|-8,40|-8,18|-8,07|-8,29 | -7,75| -5,71
E| -797|-840|-8,07|-7,97| -8,18|-8,07|-8,29|-0,65|-7,86 | -8,29 | -7,53 | -2,48
k| -6,89|-7,10|-8,07|-8,29|37,67|-8,29|-7,97 | -6,03 | -8,40|-8,07 | -0,97 | -8,18
G| -829|-829|-840|-8,50| -1,94|-7,75|-5,71|-7,75(-7,86|-7,21|-6,35| -7,97
Hl-829 |-8,29|-7,64|-797| -4,52|-8,50|-8,29|-8,29|-7,43|-7,75|-8,07| -12,92

*la coloracién verde oliva indica el inicio de los vacunos pertenecientes a la
comunidad campesina de Ccolcca.

Tabla 22. Resultados del calculo del porcentaje M/N de las densidades

Opticas para Leucosis Bovina, en vacunos de la comunidad de Ccolcca

(Placa ll)

10

11

12

0,993

0,05

0,051

0,075

0,123

0,087

0,091

0,073

0,071

0,117

0,056

0,07

1,013

0,081

0,117

0,079

0,076

0,059

0,207

0,075

0,07

0,061

0,058

0,073

0,198

0,156

0,086

0,055

0,078

0,084

0,101

0,133

0,059

0,068

0,081

0,068

o O

0,081

0,131

0,073

0,07

0,054

0,063

0,126

0,072

0,063

0,066

0,064

0,076

m

0,069

0,059

0,081

0,101

0,083

0,066

0,094

0,056

0,076

0,059

0,092

0,08

0,06

0,056

0,053

0,066

0,074

0,081

0,055

0,06

0,057

0,093

0,069

0,088

0,059

0,053

0,056

0,057

0,058

0,054

0,076

0,075

0,083

0,067

0,144

0,072

0,059

0,068

0,058

0,056

0,071

0,149

0,157

0,062

0,094

0,092

0,059

0,052
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Tabla 23. Resultados del calculo del porcentaje M/N de las densidades
Opticas para Leucosis Bovina, en vacunos de las comunidades de

Ccolcca y Lauramarca (Placa lll)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 80,41|-4,79| -5,61| -5,40| -3,67| -1,22| -4,38| -3,67| -5,10| -2,75| -3,16| 8,98

B|98,58|-5,00|-571| -3,87|-3,36|-3,06| -5,40| -2,55| -4,79| -4,08| -2,34 | -3,87
C| -561|-3,67| 1,23| -4,18|-5,10| -3,77| -2,96 | -5,00 | -2,55| -4,28 | -4,79| -2,14
Dl -479|-489| 3,78| -4,49|-571| 3,98|-2,55|-5,30| -5,10| -5,10| -4,79 | -4,59
E| 6,53|-1,22| 0,31|40,31|-4,18|-3,98| -5,00| -5,00| -5,30| -3,36 | -3,47 | -4,08

F150,31|-2,96]|-520| -2,85|-4,79| -4,69|-0,81|-2,44| -5,30| 4,60| 1,84|-3,06

G| 2,45|-4,28|-581| -5,20|-5,10| -5,81| -5,81| -3,98 | -5,00| 3,07 | -4,08] -4,49

H| -2.24|-2,14|-3,98| -5,51|-5,40|-5,10| -4,49| -4,49| -0,91| -5,20| 4,29 -2,65

*la coloracién verde oliva indica el inicio de los vacunos pertenecientes a la
comunidad campesina de Lauramarca.

Tabla 24. Resultados del calculo del porcentaje M/N de las densidades

Opticas para LVB, en vacunos de la comunidad de Lauramarca (Placa IV)

97,94|-5,20|-5,50|-4,42|-5,79| -2,25|-5,40|-2,45|-3,63| -4,51| -3,14| -3,53

81,24|-4,51|-1,86|-5,40|-5,40| -5,50-4,71|-1,96|-5,69| -5,40 | -4,02| -5,40

-5,30]-5,69|-5,50| -3,73 | -3,33| -5,40|-5,20|-4,81|-1,66|-3,73 | -4,61| -4,32

o o w >

-5,20|-4,32|-3,43|-4,71|-4,32| -5,20|-5,59|-4,91|-3,04|-5,59|-3,24| -1,17

m

-5,59|-4,61|-5,20|-5,20|-5,20| 44,50 -5,00| -3,04 | -4,42| -5,40 | -3,43 | -4,02

£ -3,24|-510|-5,59|-5,40|-5,99| -5,59|-5,30|-5,79|-5,59| 5,31|-5,69| 42,15

G| -5,69|-6,08|-6,18|-5,79|-5,50| -5,59 |-4,32|-5,69(-5,40|-4,81|-5,00| -4,71

H| -540|-1,66|-559| 0,20|-5,69| -5,10|-4,71|-5,40|-5,20|-4,91|-4,02| -3,24




Tabla 25. Resultados del calculo del porcentaje M/N de las densidades
Opticas para Leucosis Bovina, en vacunos de la comunidad de

Lauramarca (Placa V)

A| 80,30| -0,23| -5,87| -534| -6,22| -6,92| 51,40| -6,22

B| 90,70| -5,16| -4,46| -5,16| -6,40| -6,40| -6,40| -5,69

C| -516| -2,69| -587| -551 -4,63| -6,75| 44,71| -6,92
D| -534| -446| -569| -6,22| -3,40| -6,57| 74,49|132,11
E| 56,51 -2,87| -569| -6,57| -6,57| -6,22 3,12| -6,40

F| -463| -622| -587| -446| -534| -2,87| -6,04|138,27

G 2,06| -0,05| -5,34| -6,22| -4,10| -5,16| -6,92| -6,92

H| -534| 382| -3,75| -340| -3,93| -6,57| -6,40| -7,10

En las tablas del 21 al 25 se observa los resultados obtenidos al hacer el
calculo del porcentaje M/N, el cual nos indica la presencia o ausencia de
anticuerpos del VLB. Las muestras que resultaron < 30 % se consideran
Negativas a la presencia de anticuerpos. Las muestras que resultaron superior
230% a <40% se consideran Dudosos. Las muestras que resultaron = 40 % se

consideran positivos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las tablas concluimos que;
cuantitativamente en la comunidad de Ccolcca de 205 vacunos muestreados
resultaron 2 positivos, en la comunidad de Andamayo de 55 vacunos
muestreados ninguno resulto positivo y en la comunidad de Lauramarca de 168

vacunos muestreados resultaron 8 vacunos positivos.




Tabla 26. N° de muestras positivas y negativas a anticuerpos contra la

LEB en las comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

Resultados Comunidades Campesinas
Andamayo Ccolcca Lauramarca  Total
Positivo 0 2 8 10
Negativo 55 203 160 418
N® de 55 205 168 428
muestras

En la tabla 26 se observa que de 205 vacunos evaluados en la
comunidad de Ccolcca, 2 vacunos son positivos y 203 son negativos al VLB.
De la misma forma tenemos que de los 55 vacunos evaluados en la comunidad
de Andamayo, los 55 son negativos al VLB y que de los 168 vacunos
evaluados en la comunidad de Lauramarca, 8 vacuno son positivos y 160 son
negativos al VLB. Estos resultados nos brindan el diagndstico definitivo de los

vacunos que presentan anticuerpos frente al VLB.

Tabla 27. N° de muestras positivas y negativas a anticuerpos contra la

LEB de acuerdo a la edad en las comunidades de Ccolcca, Andamayo y

Lauramarca.
o
Comunidades Campesinas N® de Edad
muestras

DL 2D 4D 6D BLL Total
Ccolcca 205 1 O 0 O 1 2
Andamayo 55 O 0 O O 0 0
Lauramarca 168 3 0 0 1 4 8
Subtotal 4 0 O 1 5 10
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En la tabla 27 se observa que de los 205 vacunos muestreados en la
comunidad de Ccolcca, 1 vacuno que resulto positivo es de BLL y el otro
vacuno es de DL; y que de los 168 vacunos muestreados en la comunidad de
Lauramarca, 3 vacunos que resultaron positivos son vacunos DL, 1 vacuno es

de 6D y 4 vacunos pertenecientes a la categoria BLL.

4.1.3 Prevalencia de LEB, en vacunos de las comunidades de Ccolcca,
Andamayo y Lauramarca.
Al realizar el analisis de 205 muestras de la comunidad de Ccolcca, 55
muestras de la comunidad de Andamayo y de 168 muestras de la comunidad
de Lauramarca por el método de ELISA indirecta, se determiné la prevalencia

del LEB y se obtuvo el siguiente resultado.

Tabla 28. Prevalencia del LEB, en vacunos de las comunidades de

Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

Comunidad N° de Positivos al Prevalencia %
muestras LVB
Ccolcca 205 2 0.97+0.13
Andamayo 55 0 0.00£ 0.00
Lauramarca 168 8 4.76+0.32
TOTAL 428 10 2.34+0.14

En la tabla 28, se observé la prevalencia del LEB, en vacunos de las
comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca es de 0.97+0.13%(2/205),
0.00+ 0.00% (0/55) y 4.76+0.32% (8/168) respectivamente. Podemos observar

diferencias significativas en cuanto al variable sector, la comunidad de



Lauramarca presenta una mayor prevalencia a comparacién de las otras
comunidades, esto se puede deber a que los productores de dicha comunidad
son participes en ferias agropecuarias, por consecuencia los animales se

encuentran mas propensos a adquirir el virus.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fueron 10 casos
positivos con una prevalencia de 2.34+0.14% (10/428) para las comunidades

de Andamayo, Ccolcca y Lauramarca.

En el estudio realizado por Flores & Rivera, 2000. Valle de Arequipa en
el sur de Peru, utilizando la prueba ELISA indirecta, obtuvieron prevalencias de
12,8% (52/410), con el 14,6% (38/261) de los rebafios infectados. Cuyo
resultado es superior al presente trabajo de investigacion. Esta diferencia se
puede deber a que en la zona de estudio de dicho autor, existe alta

diseminacion de la enfermedad.

Usuga et al., (2015). Colombia, por prueba de PCR identific un total de
219 vacas positivas a LBE de las 500 muestreadas, equivalente al 44 % de
infeccidbn. En comparacion con el presente trabajo tienden a ser valores
superiores a lo que se determind en las comunidades de Andamayo, Ccolcca y
Lauramarca, dicha diferencia puede atribuirse a que dichos autores utilizaron la
prueba de PCR, la cual es mas especifica y sensible frente a la prueba

serolégica de ELISA.
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Tabla 29.Prevalencia de la LEB, segun la edad en vacunos de las

comunidades de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

Comunidad
Edad CCOLCCA ANDAMAYO LAURAMARCA PREVALENCIA %
DL 1 0 3 3.07+0.29
2D 0 0 0 010
4D 0 0 0 0+0
6D 0 0 1 3.03+0.59
BLL 1 0 4 2.60+0.22
TOTAL 2 0 8 2.34+%0.14

En la tabla 29, la prevalencia de la LEB en vacunos de las comunidades
de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca para vacunos dientes de leche es de
3.07£0.29%(4/130), para vacunos de 2 dientes es de 010 %(0/29), para
vacunos de 4 dientes es de 0+0%(0/44), para vacunos de 6 dientes es de
3.03+£0.59%(1/33) y para vacunos de boca llena es de 2.60+0.022%(5/192).
Podemos observar que la prevalencia en la categoria DL Y 6D son mas altas a

comparacion de las otras en mencion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fue 10 casos positivos
con una prevalencia de 2.34+0.14%(10/428). Este resultado difiere con el
trabajo que realizaron Nava et al., 2011.Venezuela. Encontraron prevalencias
segun grupo etario de 1 a 4 afios, 47 de 97 (21,56%), resultaron seropositivos,
mientras que el grupo =5 afios, 172 de 262 (65,65%) fueron positivos a la
prueba serologica, mostrando diferencias significativas (P=0,0030). Esta
diferencia se puede deber a que en la zona de estudio de dicho autor, existe

una fuerte actividad viral.
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Los resultados obtenidos en este trabajo mediante la prueba de ELISA
Indirecta en vacunos de las comunidades campesinas de Ccolcca, Andamayo y
Lauramarca, distrito de Ocongate, provincia Quispicanchi, departamento del
Cusco, indican la existencia de vacunos portadores de la enfermedad, los

cuales son los focos de diseminacion de la Leucosis Bovina.

Tabla 30. Prevalencia de la LEB, segun sexo en vacunos de la comunidad

de Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

Comunidad

Sexo CCOLCCA ANDAMAYO LAURAMARCA PREVALENCIA %
HEMBRA 1 0 7 2.12+0.15
MACHO 1 0 1 3.84+0.52
TOTAL 2 0 8 2.34+0.14

En la tabla 30, la prevalencia de LEB en vacunos de las comunidades de
Ccolcca, Andamayo y Lauramarca respecto al sexo el 2.12+0.15(8/376) fueron
hembras y 3.84+0.52(2/52) fueron machos. Este resultado difiere con el trabajo
que realizé Fabian, 2014.Trujillo, utilizando el método de observacién directo de
los 6rganos y carcasa. Reporto una prevalencia con respecto al sexo del total
de casos diagnosticados 8 fueron hembras y 1 macho, que representa 88.9% vy
11.1% respectivamente, resultados que son superiores al presente trabajo. La
prevalencia en vacunos machos se muestra mas alta debido a que el numero
de muestras es minima a comparacion de las hembras, pero
consecuentemente existen mas vacunos hembras que poseen el virus. De
acuerdo a Chamizo (2005) en las razas de ganado de leche la presencia de la

enfermedad es mayor que en ganados de engorde, debido a la mayor
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exposicion de estos animales a fuentes de infeccién como agujas de vacunas,

material quirdrgico, guantes de palpacion, entre otros.

4.1.4 Identificacion del Virus de la Leucosis Bovina (VLB).
Se trabajé con el material genético de los animales negativos y se
analiz6 mediante PCR - tiempo real, usando primers especificos para la

deteccion VLB.

CJ o

Figura 4: Configuracion de la placa experimental para Leucosis Bovina de

las comunidades Ccolcca, Andamayo y Lauramarca.

En las figuras 4, se observa la distribucion de los controles (*/-) y las

muestras en la placa experimental.

En las figuras 5, se observa la configuracion de los ciclos, tiempos y las

temperaturas para la amplificacion del LVB en base al protocolo.
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Figura 5: Configuracion de los ciclos, tiempos y temperaturas para la

amplificacion del VLB por PCR en tiempo real.

En la figura 6, se observan un total de 6 muestras de vacunos
evaluados, donde 1 es muestra de la comunidad de Andamayo, 3 son muestras
de la comunidad de Ccolcca, 2 son muestras de la comunidad de Lauramarca,
las 6 muestras evaluadas resultaron ser positivas. La observacion de los
resultados de la amplificacion, se consideré6 como positivo a la onda de la
muestra que se levanta junto a la onda del control positivo y la onda del control
negativo se debe mostrar de forma lineal (sin presentar sefial), la validacion de

los resultados se dio con el valor del Ct.
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Amplification Plot
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Figura 6: Resultado de la amplificacion de las muestras positivas al VLB.

Amplification Plot

Cycle
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Figura 7: Resultado de la muestra N° 1394 para la identificacién del VLB
perteneciente a la comunidad de Ccolcca.
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Figura 8: Resultado de la amplificaciéon de las muestras positivas y

control interno.

En la figura 7, se observa la amplificacion de la muestra N°1394
perteneciente a la comunidad campesina de Ccolcca teniendo un Ct (Ciclo

umbral) de 20.761 y un Ct de control positivo de 23.601.

En la figura 8, se muestra la amplificacién de las seis muestras, de los

controles (+/-) y paralelamente de los controles internos por cada muestra.

El control interno se detecta a través del canal VIC y es ventajoso ya
que esta determina la calidad del material biolégico. La fluorescencia de los
controles internos, nos indica que los inhibidores de la PCR no estan

presentes en una concentracion alta.
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Tabla 31 Valor del Ct (Ciclo umbral) de las muestras, control positivo,

control negativo para el VLB.

N° MUESTRAS Ct
Tarjeta:
Control Interno (VIC)
1394 22.7301
1476 15.4913
148 22.8356
223 20.9147
237 24.0897
38 24.029
CN -
CP 20.0971
Tarjeta:
Leucosis Bovina (FAM)
1394 20.7615
1476 15.1307
148 26.2279
223 28.9147
237 15.7061
38 30.029
CN -
CP 23.601

En la tabla 31 se observa las muestras 38 Andamayo, 148 Ccolcca, 223
Ccolcca, 237 Ccolcca, 1394 Lauramarca, 1476 Lauramarca, cuyos Ct (Ciclo
umbral) del VLB son, 30.029, 26.2279, 28.9147, 15.7061, 20.7615 y 15.1307
respectivamente; el Ct del control positivo es de 23. 601 y el Ct del control
negativo no presenta sefal. Los mismos, nos indican a que nivel se replica el
virus de la Leucosis Bovina. Asimismo se observa los Ct del control interno por
cada muestra. Los cuales son la base para una buena interpretacion. Por

consiguiente, los resultados obtenidos confirman la presencia del virus en seis
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vacunos, los cuales fueron serolégicamente negativas a la Prueba de ELISA
Indirecta. Segun el estudio realizado por Usuga et al., (2015) en Colombia, la
PCR identificé un total de 219 vacas positivas a VLB de las 500 muestreadas,
equivalente al 44 % de infeccién en el departamento de Antioquia. Dicha
diferencia puede deberse al lugar de origen de las muestras que esta altamente
relacionada con la presencia del agente infeccioso. Segun otro estudio
realizado por Sandoval et al., (2015) en Lima, mediante la prueba de ELISA, se
identificd una prevalencia del 92.7% (51/55). Dicha diferencia puede deberse
al lugar de origen de las muestras, el alto grado de manipulacion de los

animales y a la omision de algunas practicas de bioseguridad.
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5.1

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1.

La prevalencia de la LEB segun edad se observa que los bovinos
mas afectados corresponden a los bovinos mayores a 6 afios con
2.60 + 0.22%(5/193). Segun al sexo se observa que los bovinos
hembras son mas susceptibles con un 2.12 £ 0.15% (8/428) de la
presencia de anticuerpos contra el VLB.

En forma interesante, la prueba de PCR en suero sanguineo
identificd seis muestras positivas, que, sin embargo, fueron negativas
en la prueba serolégica empleada, lo que sugiere que si existe la
presencia del VLB; e implica la existencia de animales portadores o

que estan por enfermar.
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5.2

RECOMENDACIONES

Concientizar a los productores sobre la importancia de la LEB, respecto
a la salud animal y los perjuicios que ocasionan en la produccion de
vacunos.

Eliminar a los vacunos infectados con el virus de la Leucosis Bovina, ya
que son los focos de diseminacién, pero de no ser posible, se deben
mantener separados de los negativos, evitando cualquier contacto entre
ellos.

Aplicar las normas de bioseguridad en todo el establo para prevenir la
contaminacion.

Cuando exista la introducciéon de nuevos bovinos al establo, se debe
aplicar medidas cuarentenarias para evitar una posible transmision.
Como también se debe implementar estrategias de control y prevencion
para los vacunos de las comunidades de Ccolcca y Lauramarca, distrito
de Ocongate, Provincia de Quispicanchis. Se debe adoptar practicas de

manejo dirigidas a reducir la diseminacion de la enfermedad.
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ANEXOS



Anexo 1. Calculos para determinar el tamano de muestra, comunidad de

Andamayo.

_ N+Z'p+q
- (N-1)+E2+Z%(p*q)

n

Dénde:

N: tamafno poblacional

Z: 1.89, nivel de confianza que se da a la muestra
p: animales positivos a LVB 0.5

g: animales negativos a LVB 0.5

E: error experimental 0.06

n: tamafio de muestra

70 X (1.89)2(0.5 x 0.5)

"= (70 = 1)(0.06)% + (1.89)2(0.5 x 0.5)

6247

T 114
n = 54.7
n =55
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Anexo 2. Calculos para determinar el tamaino de muestra, comunidad de
Ccolcca.

_ N+Z'p+q
~(N-D)*E2+Z%(p+q)

n

Dénde:

N: tamafo poblacional

Z: 1.89, nivel de confianza que se da a la muestra
p: animales positivos a LVB 0.5

g: animales negativos a LVB 0.5

E: error experimental 0.06

n: tamano de muestra

~ 1160 x (1.89)2(0.5 x 0.5)
"= (1160 — 1)(0.06)2 + (1.89)2(0.5 x 0.5)

10353
=506
n=204.6

n = 205
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Anexo 3. Calculos para determinar el tamaino de muestra, comunidad de
Lauramarca.

_ N+Z'p+q
~(N-D)*E2+Z%(p+q)

n

Dénde:

N: tamafo poblacional

Z: 1.89, nivel de confianza que se da a la muestra
p: animales positivos a LVB 0.5

g: animales negativos a LVB 0.5

E: error experimental 0.06

n: tamano de muestra

~ 523 x (1.89)2(0.5 x 0.5)
"= (523 = 1)(0.06)% + (1.89)2(0.5 x 0.5)

_ 466.77
277

n

n =168
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Anexo 7. Calculos para determinar la prevalencia del LVB, en vacunos de
la comunidad de Andamayo.

P = 100
55
P =0.00%

Entonces:

0.00x1

0.00 +£1.89
- 55

0.00 £1.89 x 0.00

0.00 £ 0.00
Anexo 8. Calculos para determinar la prevalencia del LVB, en vacunos de
la comunidad de Ccolcca.

C
P=-=x100
n

2
P—mx 100

P=097%

= /ﬂ
IC=p+z -

0.97 x 0.99
205

Entonces:

0.97 +1.89

0.97 £ 1.89 x 0.068

0.97 +£0.13
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Anexo 9. Calculos para determinar la prevalencia del LVB, en vacunos de
la comunidad de Lauramarca.

C
P=—-—%x100
n

8
P—1—68X 100

P=2.79%

= ’M
IC=p+z ~

2.79 x 0.97
168

Entonces:

2.79 +1.89

2.79+1.89 x 0.13

2.79 £ 0.24

Fotografia 6: Laboratorio de Analisis Serolégico Animal
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Fotografia 7: Kit para el diagnéstico de Leucosis Bovina

A. Controles +/- , B. Diluyente de la muestra, C. Conjugado, D. Solucion de

frenado, E. Substrato TMB n. °12, F. Solucién de lavado concentrado (10X)

Fotografia 8: Laboratorio de Biologia molecular y celular
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Fotografia 9: Reactivos para la extraccion de material genético

A. Wash solution 1, B. Wash solution 2, C. Lysis solution, D. Binding solution,

E. Elution buffer, F. Magnetic beads, G. Proteinase K

Fotografia 10: Reactivos para la identificacion del VLB

A. Mezcla de cebador/sonda especifica BLV, B. Mezcla de cebador/sonda de
control de extraccion interno, C. Plantilla de tampdn de preparacion, D. Mezcla
de cebador/ control enddgeno, E. Plantilla de control positivo BLV, F. Agua libre

de ARNasa/ADNasa, G. ARN control de extraccion interno
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Fotografia 11: Materiales para la extraccion del material genético y
deteccion del VLB

A. Lentes, B. Mandil descartable, C. gorro, D. Barbijo, E. Guantes de latex,
F. Cabina de flujo laminar, G. Micro pipetas, H. Tips estériles, I. Multiportador

de tubo para el vortex, J. Vortex, k. Rack magnético, L. Viales criogénicos
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Anexo 10: Ficha de trabajo de campo

AREA DE SANIDAD ANIMAL
APELLIDOS Y NOMBRES:.............c.cceen.

PROVINCIA:.......... DISTRITO............ . COMUNIDAD:.......................
FECHA.........oooo... CELULAR:........oooviriiiinen.
REGISTRO DE VACUNOS:
NOMBRE
N° DE N° DE N°DE | PARTICIPA
MUESTRA VA%IEJLNO ARETE EDAD | RAZA | SEXO PARTOS | EN FERIAS OBSERV.
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